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V zadnjih letih je vedno bolj v ospredju raziskovanje vpliva potencialnih kemičnih motilcev 
endokrinega sistema (KMES) na delovanje endokrinega sistema. Škodljivi učinki KMES pa 
predstavljajo tudi velik javnozdravstveni problem. Znanstveniki in regulatorni organi se 
trudijo vzpostaviti testne sisteme, s katerimi bi hitro in zanesljivo lahko preverili ali določena 
snov deluje kot KMES. V ospredju znanstevnih raziskav so predvsem KMES sintetičnega 
izvora, mi pa smo se osredotočili na učinke v naravi prisotnih flavonoidov (FL) in 
izoflavonoidov (IFL). Smernice, za napovedoanje endokrinih učinkov snovi, ki sta jih junija 
2018 predstavili Evropska komisija za kemikalije (ECHA) in Evropska agencija za varnost 
hrane (EFSA) priporočajo uporabo programskih orodij za preverjanje tovrstne aktivnosti 
spojin. Med omenjenimi programskimi ordji  je tudi program Endocrine Disruptome (ED), 
ki omogoča napovedovanje interakcij z endokrinimi hormonskimi receptorji. 
ED omogoča sidranje ene spojine hkrati v aktivna mesta 16 struktur, ki pripadajo 12 
različnim humanim jedrnim receptorjem. Pri našem delu smo s pomočjo programa ED 
izvedli sidranje 43 FL in 40 IFL. Rezultate, ki smo jih pridobili s pomočjo programa ED smo 
primerjali s podatki o potencialnih interakcijah med spojinami in jedrnimi receptorji iz 
strokovne literature. ED med izbranimi flavonoidi in izoflavonoidi ni vedno pravilno 
napovedal vezavo tistih spojin, ki so že biološko ovrednotene, in za katere so podatki v 
strokovni  literaturi dostopni. Za IFL ekvol je napačno napovedal vezavo, za 6 IFL in 4 FL 
pa vezave ni predvidel. Med izbranimi flavonoidi in izoflavonoidi obstajajo tudi takšni, za 
katere je program ED napovedal visoko afiniteto vezave vsaj na enega izmed preučevanih 
receptorjev, za katere do zdaj objavljene znanstvene raziskave teh interakcij še niso opisale. 
Takšnih je 22 FL in 20 IFL. Med izbranimi flavonoidi in izoflavonoidi pa obstajajo tudi 5 
FL in 7 IFL, za katere program ED ni napovedal vezave na nobenega od izbranih jedrih 
receptorjev.  
ED je primer metode in silico, ki je enostavna za uporabo, s pomočjo katere sklepamo na 
afiniteto vezave z JHR. Pomanjkljivost programa ED pa je, da ne upošteva drugih interakcij, 
ki jih FL in IFL imajo v biološkem sistemu. Zaradi pomanjkanja podatkov iz strokovne 
literature žal ne moremo statistično ovrednotiti napovedne moči ED za možne interakcije 
med izbranimi FL in IFL ter izbranimi jedrnimi receptorji. 
 
 
Pri interpretaciji pridobljenih rezultatov pa se moramo tudi zavedati, da je delovanje spojin 
vključno s potencialnimi kemičnimi endokrinimi motilci in vivo zelo kompleksno, zato težko 
zgolj z metodo in silico določimo obnašanje spojin v bioloških sistemih. 
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In recent years, research of the impact of potential chemical endocrine disruptors (KMES) 
on endocrine function is on the rise. The adverse effects of  KMES are also a major public 
health problem. Scientists and regulatory authorities are working to establish test systems 
that can quickly and reliably verify that a substance is acting as a hormone disruptor. The 
main focus of scientific research is on hormonal disruptors of synthetic origin while we have 
focused on the naturally occurring flavonoids (FL) and isoflavonoids (IFL). The Guidelines 
for the Prediction of Endocrine Effects of Substances presented by the European Chemicals 
Commission (ECHA) and the European Food Safety Authority (EFSA) in June 2018 
recommend the use of software tools to check this activity of the compounds. Among these 
software tools is the Endocrine Disruptome (ED) program, which predics interactions with 
endocrine hormonal receptors. 
ED allows anchoring of one compound at a time to the active sites of 16 structures belonging 
to 12 different human nuclear receptors. In our work, we have anchored 43 FL and 40 IFL 
using the ED program. The results obtained with the ED program were compared with data 
on potential interactions between compounds and core receptors in the scientific literature. 
The ED did not always correctly predict the binding of those compounds that have already 
been bioassayed and for which data are available in the literature. It incorrectly predicted 
binding for IFL equol, but did not predict binding for 6 IFL and 4 FL. Among the selected 
Fl and IFL, there are those for which the ED program has predicted a high binding affinity 
for at least one of the receptors studied, for which the published scientific studies have not 
yet described these interactions. There are 22 FL and 20 IFL. Among the selected FL and 
IFL however, there are 5 FL and 7 IFL for which the ED program did not predict binding to 
any of the selected core receptors. 
ED is an example of an easy-to-use method in silico that infers the binding affinity of JHR. 
The disadvantage of the ED program is that it does not take into account the other 
interactions that FL and IFL have in the biological system. Unfortunately, due to the lack of 
data from the scientific literature, we cannot statistically evaluate the predictive power of 
ED to predict the interactions between selected FL and IFL and selected core receptors. 
However, when interpreting the results obtained, one must also be aware that the activity of 
the compounds, including potential chemical endocrine disruptors, is very complex in vivo, 
 
 
so it is difficult to determine the behavior of the compounds in biological systems by method 
in silico alone. 
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Nekatere spojine, ki jih imenujemo kemični motilci endokrinega sistema (KMES), lahko 
spremenijo delovanje endokrinega sistema, s čimer se poveča tudi tveganje za pojav 
patoloških procesov v telesu. KMES so lahko naravnega izvora; naravni hormoni in naravne 
kemikalije ali sinteznega izvora; sintetično proizvedne farmacevtske učinkovine in 
kemikalije, ki jih je sintentiziral človek (1). 
1.1 ENDOKRINI SISTEM  
Zdravje ljudi je močno odvisno od dobro delujočega endokrinega sistema (ES). ES je namreč 
tisti, ki regulira sproščanje določenih hormonov, ki so med drugim ključni za metabolizem, 
rast, razvoj, razmnoževanje, spanje in razpoloženje (1). Endokrini sistem sestavljajo žleze z 
notranjim izločanjem, tkiva oz organi, ki so sposobni proizvajati hormone, in receptorji za 
hormone (2). 
ES je tesno povezan z živčnim sistemom, oba skupaj pa zagotavljata nemoteno delovanje 
ostalih sistemov v telesu, ter skrbita za ohranjanje homeostaze. Med tem ko so učinki 
živčnega sistema hitri, učinki, posredovani preko ES, nastopijo počasi, prilagoditve pa so 
bolj natančne kot pri živčnem sistemu (2, 3). Glavne naloge endokrinega sistema so 
ohranjanje homeostaze, uravnavanje rasti in produkcije celic, nadzor odziva telesa na 
zunanje dražljaje (še posebej na stres), kontrola razmnoževanja ter kontrola in integracija 
metabolizma in cirkulacije, skupaj z živčnim sistemom (2). 
  
1.1.1 HORMONI 
Številni hormoni, ki jih proizvajajo endokrine žleze, imajo torej pomembno funkcijo v 
človeškem telesu, saj vplivajo na rast, razvoj, metabolizem, ravnovesje elektrolitov in 
razmnoževanje. Nekateri hormoni imajo samo nekaj specifičnih tarčnih celic, med tem ko 
nekateri vplivajo na veliko različnih celic po celem telesu. Tarčne celice za specifične 
hormone imajo specifične receptorje na celični površini ali pa v notranjosti celice. Po vezavi 
hormona na receptor pride do kaskadne reakcije, pri čemer se spremeni funkcija in aktivnost 
tarčne celice. Hormone lahko razdelimo na steroidne hormone, aminokisline in derivate 
aminokislin, polipeptide in proteine (4). 
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Dražljaj, ki ga povzročijo hormoni, običajno izzove enega od naštetih učinkov (3): 
• spremembo membranskega potenciala ali spremembo permeabilnosti membrane, 
• aktivacijo ali deaktivacijo encimov, 
• indukcija sekretornih aktivnosti, 
• stimuliranje mitoze, 
• stimuliranje sinteze proteinov ali regulatornih molekul, kot so encimi v celici. 
 
1.1.2 JEDRNI HORMONSKI RECEPTORJI 
Jedrni hormonski receptorji (JHR) spadajo v veliko družino receptorjev, ki regulirajo 
transkripcijo genov. Večina se nahaja v jedru, kjer so vezani na DNA odzivne elemente 
njihovih tarčnih genov korepresorje, nekateri pa v citosolu, kjer tvorijo neaktivne komplekse 
s šaperoni (proteini toplotnega šoka) in se v jedro premaknejo šele po tem, ko se nanje veže 
ligand (5, 6). Preko svoje aktivnosti JHR uravnavajo številne fiziološke procese. Imajo 
pomembno vlogo v embrionalnem razvoju, v vzdrževanju diferenciranih celičnih fenotipov 
in v celični smrti. Ligandi JHR so lahko vitamini, hormoni, ksenobiotiki ter njihovi 
metaboliti. Neustrezno signaliziranje preko JHR lahko vodi do razvoja reproduktivnih 
bolezni (neplodnost), metabolnih bolezni, kot sta debelost ter diabetes, ali proliferativnih 
bolezni (rak). Zaradi vloge JHR pri razvoju različnih bolezni le ti predstavljajo tudi eno od 
tarč zdravilnih učinkovin (7, 8). 
Danes poznamo 48 JHR (7). Potem ko se na JHR veže ustrezni ligand, pride do 
konformacijske spremembe receptorja, ki ji sledi kaskadna reakcija, katera vodi do aktivacije 
ali represije transkripcije specifičnih tarčnih genov (8). Za večino receptorjev so že določili 
ustrezne ligande, poznamo pa tudi receptorje, katerih ligandi niso znani. Ti receptorji so 
receptorji sirote (9). Številnim JHR so že določili strukturo regije za vezavo liganda (LBD). 
Le – ta je sestavljena iz 12 α-vijačnic (H1–H12) in dveh kratkih antiparalelnih dvovijačnih 
β-listov (s1 in s2), ki sta prepognjena v obliki sendviča, sestavljenega iz treh plasti. Zaradi 
takšne strukture se v spodnji polovici domene nahaja hidrofoben žep, v katerega se lahko 
veže ustrezen ligand  (6, 5). 
Osnovna struktura JHR je sestavljena iz 5 ali 6 domen. Na spodnji sliki 1 je enostavno 




Slika 1: Osnovna struktura JHR (prirejeno po 9) 
JHR se najbolj razlikujejo v strukturi N-terminalne domene, imenovane A/B - domena. 
Sestavljena je  iz značilnih transaktivacijskih regij, vsebuje tudi domeno, ki ima funkcijo 
aktivacije (AF1), neodvisno od vezave liganda. A/B domena je odgovorna za vezavo na 
ostale transkripcijske faktorje in s tem posredno spreminjanje aktivnosti receptorja. Ker od 
vseh domen najbolj variira v dolžini in aminokislinski sestavi, ter je poleg tega tudi visoko 
variabilna, njena terciarna struktura še ni znana (6, 8, 10, 11). 
C – domena je, od vseh domen v družini JHR, strukturno najbolj ohrajena. Specifično 
prepozna in veže kratke sekvence DNA. Terciarna struktura domene je znana, sestavljo jo 
dve α-vijačnici, dva cinkova prsta, kratek   β-zavoj in nekaj amino kislin (12).  Na C domeni 
se nahaja tudi domena s funkcijo aktivacije (AF2), koaktivacijsko vezavno mesto, ki je 
odvisno od vezave liganda (12). Med domeno odgovorno za vezavo DNA in domeno, na 
katero se veže ligand, se nahaja gibljiva  D-regija, ki je odgovorna za rotacijo C-domene. 
Med jedrnimi receptorji obstajajo velike razlike v njeni strukturi (11, 13). Obstajajo manjše 
razlike med jedrnimi receptorji v strukturi E-domene. Med vsemi domenami je ta največja. 
Odgovorna je za vezavo liganda, sodeluje v procesih homo- in heterodimerizacije. Običajno 
je sestavljena iz 12 α-vijačnic, ki sestavljajo žep, v katerega se lahko veže ligand. Nekateri 
receptorji imajo na C-terminalnem delu še dodatno F-domeno, katere funkcija in struktura 
nista znani (11). 
 
1.1.3 RAZDELITEV JEDRNIH RECEPTORJEV 
Obstaja več načinov, kako razdeliti receptorje. Glede na  način delovanja jih lahko razdelimo 
v dva glavna in dva manjša razreda (podrobno ju bomo predstavili v nadaljevanju), glede na 
zgradbo in obliko pa naddružino JHR lahko razdelimo na 6 razredov, kot je predstavljeno v 
spodnji prilogi 1 (2, 3, 8). 
Kot smo že omenili, je drug način razdelitve JHR možen glede na način delovanja, pri čemer 
ločimo dva večja in dva manjša razreda. 
V razredu I se nahajajo steroidni receptorji (glukokortikoidni (GR)  in mineralkortikoidni 
receptorji), receptorji za estrogene (ER), receptorji za androgene (AR) in receptorji za 
4 
 
progesteron (PR). V odsotnosti liganda se receptorji tega razreda nahajajo v citoplazmi, kjer 
tvorijo komplekse s proteini ali pa se reverziblino vežejo na elemente citoskeleta. Ob 
prisotnosti liganda receptorji tvorijo homodimere in nato migrirajo v jedro, kjer se vežejo na 
kratke odseke DNA imenovane hormonsko odvisne elemente (HRE) - sekvence DNA na 
katere se vežejo JHR in potem spreminjajo ekspresijo tarčnih genov, in tako posredno 
aktivirajo ali zavrejo transkripcijo tarčnih genov (6). 
V II razred JHR spadajo receptor aktiviran s peroksisomsim proliferatorjem (PPAR), jetrni 
x receptor (LXR), receptor za žolčne kisline, receptor za ksenobiotike (SXR) in 
konstituitivni androstanski receptor. Ligandi za te receptorje so majhne lipofilne molekule, 
ki so v določeni meri normalno prisotne v celici. Za razliko od receptorjev I razreda se 
receptorji II razreda običajno nahajajo v obliki heterodimerov z retinoidnim receptorjem 
(RXR). Tvorijo dve obliki heterodimerov; nepermisivni heterodimer, ki ga lahko aktivira le 
ligand, ki se veže na RXR, in permisivni heterodimer, ki ga aktivirata  retinojska kislina ali 
pa ligand partnerskega proteina. Jedrni receptorji II so običajno povezani s korepresorskimi 
proteini. Ko se na heterodimer veže ligand, pride do disociacije korepresorskih proteinov in 
do vezave koaktivatorjev, kar vodi do spremembe transkripcije genov (6). 
Receptorji razreda III lahko tvorijo homodimere, receptorji IV razreda pa se nahajajo v 
obliki monomerov ali dimerov, ko se kot transkripcijski faktorji vežejo na HRE. Poleg 
receptorjev sirot, katerih ligandi niso znani, se v teh dveh skupinah nahajajo  še receptorji za 
tiroidne hormone, receptor za vitamin D in receptor za retinojsko kislino (6). 
 
1.2 KEMIČNI MOTILCI ENDOKRINEGA SISTEMA IN NJIHOV 
NAČIN DELOVANJA 
KMES in potencialni kemični motilci endokrinega sistema PKMES (v nadaljevanju KMES) 
so največkrat spojine, ki jih najdemo v različnih materialih. Spojine so lahko naravnega ali 
sinteznega izvora. KMES sinteznega izvora se nahajajo v plastični embalaži, pločevinkah, 
medicinskih napravah, detergentih, zaviralcih gorenja, hrani, igračah, kozmetiki, zdravilih 
in pesticidih. V naravi prisotne KMES, ki se nahajajo v nekaterih rastlinah in gobah, 
imenujemo fitoestrogeni (5). 
KMES v telo vnašamo na različne načine, lahko jih zaužijemo s hrano, vodo, prahom, z 
vdihavanjem plinov in delcev v zraku in preko kože. Njihovi učinki se največkrat izrazijo, 
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če jim je človek izpostavljen v občutljivem obdobju razvoja (zarodek, plod) ali če so 
koncentracije endokrinih motilcev takšne, da povzročijo moteno delovanje endokrinega 
sistema (14).  Ljudje smo vsak dan izpostavljeni tudi različnim mešanicam FL in IFL, ki  jih 
v svoje telo vnašamo s hrano in prehranskimi dopolnili. Vnesene spojine pa imajo lahko 
različne potencialno ugodne ali škodljive učinke. FL in IFL kot endokrini motilci lahko 
delujejo na nivoju receptorjev pa tudi preko vmešavanja v sintezo steroidnih hormonov (15). 
KMES se vmešavajo v normalno delovanje endokrinega sistema. Hormoni se sproščajo in 
delujejo v zelo majhnih koncentracijah in delujejo v točno določenih trenutkih tako, da se z 
visoko afiniteto vežejo na receptorje. KMES imajo praviloma manjšo afiniteto do 
receptorjev, še vedno pa se vmešavajo v homeostazo hormonalnega sistema, ter povzročajo 
moteno delovanje številnih funkcij npr. motnje razvoja, reprodukcije, patološke imunske in 
nevrološke učinke, lahko pa povzročijo tudi moteno rast in počasnejši nevrološki razvoj pri 
otrocih. KMES lahko tudi motijo  anabolizem in katabolizem hormonov ali pa vplivajo na 
njihove transportne sisteme. Učinki KMES se mnogokrat pokažejo šele dolgo po prenehanju 
izpostavljenosti. So lahko celo transgeneracijski, saj se KMES lahko preko matere prenesejo 
na plod ali pa jih otrok zaužije preko materinega mleka. Škodljivi učinki KMES tako 
predstavljajo velik javnozdravstveni problem (14). 
1.2.1 UČINKI KEMIČNIH MOTILCEV ENDOKRINEGA SISTEMA 
Učinki endokrinih motilcev so odvisni od številnih kritičnih faktorjev. Pri odraslih, ki so 
izpostavljeni endokrinim motilcem, lahko homeostastki mehanizmi kompenzirajo učinke 
KMES, zato ne pride do učinkov, ki bi jih lahko zaznali. Izpostavljenost KMES v 
občutljivem obdobju pre- in postnatalneg razvoja pa ima lahko za posledico permanentne 
spremembe v funkciji in občutljivosti stimulatornih in inhibitornih signalov. Učinki KMES 
se torej razlikujejo glede na to, v katerem obdobju življenja pride do izpostavljenosti KMES 
oziroma kakšen je predhodni življenjski slog. Zaradi prepletenosti različnih sistemov v 
endokrinem sistemu pa se učinki lahko pokažejo tudi v drugih sistemih, kot bi pričakovali 
(14). 
S študijami na prostoživečih populacijah živali in s poizkusi na laboratorijskih živalih so 
znanstveniki odkrili, da so nekatere bolezni in motnje v delovanju endokrinega sistema 
posledica izpostavljenosti KMES. Učinki KMES  so najbolj očitni na reproduktivnem 
sistemu, saj se je v zadnjih 50 letih močno povečala pojavnost hormonsko odvisnih rakavih 
obolenj, zgodnje pubertete, slabše kakovosti sperme, malformacij genitalij, prav tako se je 
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spremenilo razmerje med spoloma (14, 16).  KMES vplivajo na reproduktivno zdravje žensk 
in moških. Pri ženskah povzročajo prezgodnjo puberto in prezgodnji razvoj dojk pri 
deklicah, večjo pojavnost endometrioze in sindroma policističnih jajčnikov. Pri moških se 
učinki KMES kažejo kot slabša kvaliteta sperme in večja pojavnost raka testisov (14, 17). 
Zaradi različnih učinkov izpostavljenosti KMES pri moških in ženskah, prihaja do 
spremenjenega razmerja med spoloma in posledično manj moških potomcev (14, 15). Večja 
je pojavnost hormonsko odvisnih rakavih obolenj, pri ženskah je to rak maternice in 
jajčnikov, pri moških pa rak prostate in testisov (18, 19). 
KMES je še posebej izpostavljen razvijajoč se zarodek (embrij) in  plod (fetus) in dojeni 
otroci, posledice izpostavljenosti pa so lahko nizka porodna teža, debelost, prezgodnje 
rojstvo, avtizem ipd. (20). Številni podatki kažejo, da večja pojavnost metabolnih motenj, 
kot sta debelost ter sladkorna bolezen tipa 2, ni le posledica življenjskega sloga, ampak tudi 
posledica izpostavljenosti KMES. Slednji naj bi motili delovanje ključnih delov endokrinega 
sistema, odgovornih za metabolizem, energijsko ravnovesje in apetit (16, 19). KMES imajo 
tudi imunomodulatorne učinke, saj se vmešavajo v sintezo citokinov, imunoglobulinov in 
vnetnih mediatorjev, vplivajo pa tudi na aktivacijo in preživetje imunskih celic. Disfunkcija 
imunskega sistema zaradi izpostavljenosti KMES lahko vodi do hipo- (manjša odpornost na 
infekcije, odstranjevanje rakavih celic) ali hiperaktivnega odziva imunskega sistema 
(alergije in avtoimune bolezni). Nekateri KMES lahko delujejo kot vnetni mediatorji, zaradi 
tega delovanja jih povezujejo tudi s številnimi kroničnimi boleznimi: debelost, motnje 
pomnjenja, kardiovaskularne bolezni, respiratorne motnje, rak, avtizem (16, 19). 
1.2.2 MEHANIZEM DELOVANJA KEMIČNIH MOTILCEV ENDOKRINEGA 
SISTEMA 
KMES so praviloma nepolarne lipofilne molekule. Zaradi lipofilnosti se nalagajo v 
maščobnem tkivu živali in ljudi. Poglavitni problem pa je, da so lahko aktivni že v majhnih 
koncentracijah, v okolju pa so dolgo obstojni (21). KMES se na receptorje vežejo z nižjo 
afiniteto kot endogeni hormoni, njihovi učinki pa niso linearno odvisni od koncentracije. Na 
ES lahko učinkujejo tudi v zelo nizkih koncentracijah, pogosto je zanje značilno tudi to da 
učinki niso sorazmerni s koncentracijo - hormeza (14). 
KMES lahko posnemajo in delno posnemajo endogene hormone v telesu npr. estrogene, 
androgene, ščitnične hormone, ter na ta način povzročijo pretirano stimulacijo njihovih 
receptorjev. Eden od načinov delovanja je ta, da KMES delujejo kot antagonisti, tako da se 
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vežejo na receptorje za endogene hormone, zato se endogeni hormoni ne morejo vezati na 
receptorje. Posledica je ta, da se ne pojavi ustrezen signal. Antiandrogeni in antiestrogeni so 
primer spojin, ki lahko blokirajo oz antagonistično delujejo na endogene receptorje. Delujejo 
tako, da spremenijo sintezo, metabolizem ali transport, in tako preprečijo vezavo hormonov 
z njihovimi receptorji, ali pa se vežejo na receptorje v celici in tako preprečijo vezavo 
endogenim hormonom. Njihovi škodljivi učinki so lahko tudi posledica spremenjene sinteze 
ali metabolizma hormonov. Večina neželenih učinkov KMES, je posledica vmešavanja v 
hormonsko signaliziranje preko JHR.  Veliko raziskav se je osredotočilo predvsem na učinke 
KMES na ER in AR, novejše raziskave pa so uspele dokazati, da se ob prisotnosti KMES 
spremeni aktivnost tudi nekaterih drugih receptorjev (glukokortikoidni receptorji, 
pregnanski X receptor, receptorji sorodni z ER, konstituitivni receptor za androstan, 
receptorji za tiroidne hormone, retinoidni  receptor, PPAR receptorji). Glede na to, da imajo 
vsi JHR v grobem podobno strukturo in glede nato, da je v okolju prisotnih ogromno 
različnih snovi, lahko sklepamo, da so vsi receptoji iz družine JHR potencialne tarče KMES 
(5, 22, 23). Tudi spojine, ki ne izkazujejo endokrinega delovanja, se v procesu metabolizma 
lahko pretvorjo v enega ali več metabolitov z izraženim endokrinim delovanjem (14).  Samo 
izločanje KMES iz telesa je močno odvisno od narave kemične spojine. KMES so lahko 
presistentni ali nepersistentni. Slednji se po metabolizmu v jetrih iz telesa izločijo z urinom 
ali blatom. Persistentni pa se nalagajo v različnih delih telesa, predvsem v maščobnem tkivu, 
od koder se počasi sporščajo. Eden od načinov izločanja persistentnih KMES je dojenje, kjer 
se iz matere prenesejo na dojenega otroka. V številnih študijah so potrdili, da z materinim 
mlekom otrok hitro preseže varno mejo tolerance za KMES (24). 
1.2.3 IZPOSTAVLJENOST KEMIČNIM MOTILCEM ENDOKRINEGA 
SISTEMA IN REGULATIVA 
Odrasli smo KMES najbolj izpostavljeni preko vode, hrane in stika z različnimi kovinami, 
slednje so mešanica različnih spojin,med drugim tudi zaviralcev gorenja. V zadnjih letih je 
postalo očitno, da so otroci bolj občutljivi na delovanje endokrinih motilcev, saj so jim tudi 
bolj izpostavljeni, neravnovesje v endokrinem sistemu pa vpliva na njihov razvoj. Glede na 
telesno maso, otroci zaužijejo več hrane in vode, zato so KMES še bolj izpostavljeni kot 
odrasli, dodatno so, še posebaj med igro, izpostavljeni KMES, ki se nahajajo v prahu, majhih 
delcih ali odpuščajo iz igrač. Otroci tudi slabše metabolizirajo KMES, ker prebavni sistem 
še ni dokončno razvit (14). 
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KMES smo izpostavljeni tudi preko hrane. Tako npr. IFL, poleg kumestanov in preniliranih 
FL, uvrščamo med fitoestrogene zaradi njihove strukture, ki je podobna ženskim spolnim 
hormonom. V zahodnjaški prehrani največjo količino fitoestrogenov zaužijemo z oreščki, 
oljnimi semeni, izdelki iz soje, kosmiči, kruhom ter s stročnicami (14). 
Evropska komisija je že leta 1999 pripravila strategijo za obravnavo endokrinih motilcev, 
katere cilj je izboljšati okolje in zdravje prebivalcev. V njej je bilo zapisanih več ukrepov 
(od kratkoročnih do dolgoročnih) na nivoju Evropske unije, s katerimi bi zmanjšali 
izpostavljenost. V okviru strategije je Komisija pripravila seznam potencialnih ED, ki so jih 
predlagale različne organizacije in države (25). 
Svetovna znanstvena organizacija je leta 2002 podala predlog za opredelitev endokrinih 
motilcev, 2009 pa še opredelitev njihovih škodljivih učinkov. Februarja 2013 je omenjeno 
opredelitev podprla tudi Evropska agencija za varnost hrane. Z opredelitvijo se strinja tudi 
Znanstveni odbor za varstvo potrošnikov, opredelitev endokrinih motilcev kot jih je 
predlagala SZO je temelj za znanstvena merila, ki jih je Komisija EU postavila za 
ugotavljanje lastnosti endokrinih motilcev (26). 
Evropska komisija bi morala do leta 2013 objaviti znanstvena merila, ki bi omogočila 
ustrezno odkrivanje in preprečevanje izpostavljenosti KMES, vendar ji to v zakonsko 
določenem roku ni uspelo. Je pa istega leta pripravila Sedmi evropski akcijski program 
(EAP), ki sta ga potrdila Evropski parlament in Evropski svet, ki zagotavlja harmonizacijo 
kriterijev za identifikacijo endokrinih motilcev (25). 
Znanstveni kriteriji za  opredelitev endokrinih motilcev so navedeni v Plant Protection 
Products Regulation (EC) 1107/2009 za fitofarmacevtska sredstva in Biocidal Products 
Regulation (EU) 528/2012 za biocidne proizvode. Dodatno področje KMES ureja tudi 
evropska zakonodaja s področja kontaktnih materialov pri hrani in regulacija na področju 
kozmetike ter Svet o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju kemikalij (23, 25). 
Kriteriji za opredelitev biocidnih produktov kot potenicialnih endokrinih motilcev so v 
veljavo stopili s 7. 6. 2018, kriteriji za fitofarmacevtska sredstva pa so v veljavi od 10. 11. 
2018 dalje. (25) Splošnih kriterijev, ki bi se nanašali na vse snovi, ki bi lahko delovale kot 
potencialni KMES, evropska zakonodaja trenutno ne predvideva. Zato v nadaljevanju 
navajamo samo tiste kriterije iz evropske zakonodaje, ki veljajo za opredeljevanje 
endokrinega delovanja biocidnih ali fitofarmacevtskih proizvodov. 
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V skupini A se nahajajo snovi, ki delujejo kot endokrini motilci pri ljudeh. Snovi z 
endokrinimi škodljivimi učinki na ljudeh so tiste, ki ustrezajo vsem spodaj naštetim spodaj 
merilom ( od a do d), razen v primeru, ko obstajajo znanstveno podprti dokazi, da škodljivi 
učinki niso pomembni za ljudi (26): 
a) snov ima škodljiv učinek na neokvarjen organizem ali na naslednje generacije, škodljiv 
učinek pa je posledica sprememb v morfologiji, fiziologiji, rasti, razvoju razmnoževanju ali 
življenjski dobi organizma, sistema, populacije ali subpopulacije, 
b) snov deluje tako, da spremeni eno ali več funkcij endokrinega sistema in torej deluje 
endokrino, 
c) škodljiv učinek se pojavi zaradi endokrinega načina delovanja, 
d) škodljivi učinki, ki so nespecifične sekundarne posledice drugih toksičnih učinkov, se pri 
opredeljevanju snovi kot endokrinih motilcev ne upoštevajo, 
V skupini B pa se nahajajo snovi, ki endokrino delovanje izkazujejo pri neciljnih organizmih, 
merila za opredelitev snovi kot endokrinega motilca pa so sledeča  (26); 
a) snov ima škodljiv učinek na neciljne organizme, 
b)  snov deluje na endokrin način, 
c) zaradi endokrinega načina delovanja se poajvijo škodljivi učinki, 
d) škodljivi učinki, ki so nespecifične sekundarne posledice drugih toksičnih učinkov se pri 
opredeljevanju snovi kot endokrinih motilcev ne upoštevajo. 
Za ocenjevanje vsakega od naštetih meril Komisija predpisuje tudi, kako mora biti 
opredelitev endokrinega motilca izvedena in sicer na način, ki upošteva vse ustrezne 
znanstvene dokaze, da se uporablja tako imenovani pristop na podlagi teže dokazov, in da je 
pregled zanesljiv in sistematičen (26). V EU se uporablja zelo strog postopek za opredelitev 
snovi iz skupine pesticidov in biocidov, ki je osnovan na znanstveno podprtih dokazih, in je 
zato to tudi v svetovnem merilu en najstrožjih sistemov za ocenjevanje biocidov in 
fitofarmacevtskih sredstev (27). 
ECHA in EFSA sta junija 2018 izdala smernice za identifikacijo endokrinih motilcev v 
skladu z regulativo Evropske unije. V smernicah so predstavljena navodila o tem, kako 
identificirati potencialne endokrine učinke snovi v skladu z znanstvenimi kriteriji. Ti kriteriji 
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so navedeni v regulativi Evropske komisije (EU)2018/605 in delegirani regulativi Evropske 
komisije (EU) 2017/2100 za biocidne produkte in za produkte za zaščito rastlin. Kot eno od 
možnih orodij za identifikacijo endokrinih učinkov so v smernicah  omenjena tudi različna 
programska orodja. Med priporočenimi računalniškimi programi je tudi program Endocrine 
Disruptome (ED), ki smo ga pri svojem delu uporabili v tej magistrski nalogi (28). 
1.3 FLAVONOIDI 
FL spadajo v skupino polifenolnih sekundarnih metabolitov rastlin. V rastlinah dajejo barvo, 
vonj in okus cvetovom, plodovom in semenom. Najdemo jih v zelenjavi, sadju, oreščkih in 
semenih. FL pripisujejo protivirusno, protibakterijsko, protivnetno ter antikancerogeno 
delovanje, čeprav natančen mehanizem njihovega delovanja še ni poznan. Prav zaradi 
njihovih pozitivnih učinkov na zdravje, se pogosto uporabljajo v kozmetiki, farmacevtskih 
izdelkih, zdravilih in nutricevtikih. Z običajno prehrano, človek na dan zaužije okrog 190mg 
FL, danes pa iz te skupine poznamo že več kot 9000 spojin  (29, 30, 31, 32). 
1.3.1 STRUKTURA FLAVONOIDOV IN IZOFLAVONOIDOV 
IUPAC smernice za poimenovanje FL, ki so v veljavo stopile leta 2017, predvidevajo 
razdelitev skupine FL v širšem smislu na 4 večje podskupine: FLAVONOIDI S C6 – C3 – 
C6 OGLJIKOVIM SKELETOM, ROTENOIDI, FLAVONOLIGNANI ter 
BIFLAVONOIDI. Pri našem raziskovalnem delu smo obravnavali FL in IFL, ki so poleg 
neoflavonoidovov, kalkonov in dihidrokalkonov, auronov, pterokarpanov ter 
kumestanov del podskupine FL s C6 – C3 – C6 skeletom. Na sliki 3 smo prikazali dodatno 




Slika 2: Razdelitev FL (prirejeno po 37) 
Osnovna struktura FL in  IFL je difenilpropanski skelet, ki ga  predstavljata dva aromatska 
obroča (na sliki 2 označena z modro barvo), povezana z »mostom« iz treh ogljikovih atomov 
(na sliki 2 označen z rdečo barvo). Most je lahko prost ali pa je del heterocikličnega obroča. 
Pri FL je aromatski obroč B vezan na mestu 2 obroča C, pri IFL pa na mestu 3. FL in IFL so 
lahko strukturno zelo enostavni ali pa kompleksni, visokomolekulani polimeri (33). 
  
Slika 3: Osnovna struktua FL (levo) in IFL (desno) (povzeto po 33) 
V naravi se FL nahajajo v obliki aglikonov, glikozidov ter metiliranih derivatov. Sladkorne 
in hidroksilne skupine, vezane na osnovni skelet, povečajo vodotopnost FL, substitucija z 
nekatermi drugimi skupinami npr izopentilno in izometilno pa poveča lipofilnost FL (30). V 
rastlinah se FL pogosto nahajajo kot O- ali C-glikozidi ter diglikozidi. O- glikozidi imajo 
sladkorne substituente vezane na  hidroksilno skupino aglikona na mestih 3 ali 7, C-glikozidi 
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pa imajo sladkorno skupino vezano preko ogljika aglikona, običajno na C6 ali C8. 
Najpogostejši sladkorji so saharoza, rahmanoza, glukoza, galaktoza in arabinoza. Saharidi 
so velikokrat še dodatno substituirani z malonatom ali acetatom (35). Zaradi strukturne 
podobnosti FL, steroidov in drugih derivatov holesterola lahko sklepamo, da so nekateri 
učinki FL posledica interakcij z jedrnimi receptorji (36). 
1.3.2 BIOLOŠKA UPORABNOST FLAVONOIDOV IN IZOFLAVONOIDOV 
Biološka uporabnost je delež FL in IFL , ki po zaužitju v nespremenjeni obliki preidejo v 
sistemski krvni obtok (37). Obstajajo velike razlike med značilnostmi FL in IFL v in vitro 
ter njihovo  biološko aktivnostjo in vivo. Biološka aktivnost FL in IFL je odvisna od biološke 
uporabnosti torej od tega v kolikšnem obsegu preidejo v kri v spremenjeni ai nespremenjeni 
obliki. Čeprav je terapevtski potencial FL in IFL velik, njihovo klinično uporabnost močno 
omejuje slaba biološka razpoložljivost in hitro izločanje (30). Plazemske koncentracije FL 
in IFL, ki po zaužitju niso podvrženi metabolizmu in v nespremenjeni obliki preidejo v 
plazmo, so redko višje kot 1 μM. Pri dolgoročnem uživanju s FL in IFL bogate hrane so te 
koncentracije lahko tudi višje (38). 
 Na biološko uporabnost FL in IFL vplivajo številni faktorji. Molekulska masa močno vpliva 
na absorbcijo in posledično na biološko uporabnost nekaterih FL in IFL. Proantocianidini so 
primer takšnih FL, ki se zaradi svoje velike molekulske mase praktično ne absorbirajo. 
Glikolizacija lahko spremeni hitrost absorpcije in posledično biološko uporabnost, saj 
počasnejša absorbcija vodi do manjše biološke uporabnosti. Biološka uporabnost kvercitina 
iz jabolk je npr 30% manjša kot biološka uporabnost kvercitina iz čebule. Pomemben faktor, 
ki vpliva na biološko uporabnost FL, je tudi interakcija FL s črevesno mikrofloro, številni 
FL se v tankem črevesju ne absorbirajo, do privzema pride šele v debelem črevesju po tem, 
ko jih encimi mikroflore razgradijo na manjše fenolne kisline. Stopnja metabolizma v 
črevesju in jetrih je glavni faktor, ki vpliva na biološko uporabnost FL in IFL (39). 
1.3.3 ABSORBCIJA, METABOLIZEM IN ELIMINACIJA 
IFL in FL se med seboj razlikujejo v abosrbciji in biorazpoložljivosti. Vsi  FL, z izjemo 
flavanolov, se v hrani nahajajo v glikolizirani obliki (40). IFL se od vseh FL najbolje 
absorbirajo, slabše se absorbirajo flavanoli, flavanoni in flavonol glikozidi. Najslabše se 
absorbirajo proantocianidini, flavanol galati in antocianini. Absorbcija je močno odvisna od 
količine zaužitih FL, od tega s čim zaužijemo FL, prevladujočega načina prehranjevanja, 
spola, individualnih genetskih razlik in mikrobne populacije v črevesju. Preden FL pridejo 
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v sistemski krvni obtok so podvrženi obsežnemu metabolizmu. Že v intestinalnem traktu 
poteka obsežen metabolizem FL, za kar so odgovorni encimi iz intestinalne mikroflore. 
Absorbirani FL se vežejo na albumin in preko portalne vene prenesejo do jeter. V jetrih 
poteka biotransformacija FL do različnih konjugiranih oblik, ki so tudi najbolj pogoste 
oblike metabolitov. Biotransformacija v manjši meri poteka tudi v inestinalni mukozi, 
ledvicah in še nekateih drugih tkivih. Reakcije, ki potekajo med metabolno transformacijo 
FL so oksidacija, redukcija, hidroliza, o-metilacija ter konjugacija s sulfatom ali glukuronsko 
kislino. Nekatere od teh reakcij bistveno vplivajo na sposobnost interakcije FL s proteini 
(encimi, receptorji, transpornimi molekulami) pa tudi na njihove druge lastnosti 
(antioksidativno delovanje) (38, 39). 
Konjugacija FL med metabolizmom spremeni velikost, maso, naboj, hidrofobnost starševske 
spojine FL. Metabolizem tako lahko vpliva na topnost FL in njihovo sposobnost prehajanja 
bioloških membran pa tudi na stopnjo eliminacije (preko ledvic in jetr) ter s tem na 
razpolovni čas v plazmi. Eliminacija FL poteka skozi ledvice in črevsje-žolčevod. 
Visokokonjugirani metaboliti se z večjo verjetnostjo izločajo skozi črevo, med tem ko se 
manjši konjugati izločajo pretežno z urinom (48). S številnimi raziskavami metabolizma, 
absorbcije in eliminacije vedno bolj postaja očitno, da je klinična uporabnost večine FL 
močno omejena zaradi slabe absorbcije v gastrointestinalnem traktu (5–10%) in hitregega 
očistka (1–3 ure) (30). 
1.4 METODE IN SILICO NAPOVEDOVANJA ENDOKRINE 
TOKSIČNOSTI 
Izraz in silico je v uporabi že od leta 1989. Z njim opisujemo vse biološke eksperimente, ki 
jih izvajamo na računalniku s pomočjo metod, algoritmov, računalniškimi programi, 
podatkov, ipd. (40). Največ in silico metod je bilo razvitih v farmacevtski industriji, njihov 
namen pa lažje in hitrejše odkrivanje morebitnih novih zdravilnih učinkovin (41). 
Identifikacija in ocena varnosti potencialnih KMES sta zahtevni, posamezniki smo namreč 
izpostavljeni različnim koncentracijam posameznih KMES ali KMES v kombinacijah, 
učinki pa niso linearno odvisni od koncentracije, pogosto učinke izkazujejo že pri zelo nizkih 
koncentracijah. Kljub temu, da so učinki KMES posledica kompleksnih mehanizmov, jih 
vsaj deloma pomagajo razložiti interakcije s specifičnimi tarčnimi proteini. Pogosto so tarče 
KMES JHR, učinkovine pa znanstveniki med KMES uvrstijo na podlagi rezultatov in vivo 
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in in vitro presejalnih testov.  Takšne študije so dolgotrajne in zahtevne ter posledično drage, 
zato je nujno iskanje hitrejših metod za identifikacijo potencialnih KMES (42). 
Računalniške metode lahko pomagajo pri identifikaciji KMES, obstaja že kar nekaj 
retrospektivnih študij, ki potrjujejo uporabnost metod in silico pri iskanju KMES (43). 
Pristop in sillico se vedno bolj uporabljajo pri rešetanju KMES in oceni tveganja, ki jo le ti 
predstavljajo (44). Prednost računalniških metod je tudi nadomeščanje oziroma 
zmanjševanje potreb po testiranju na živalih ter hitra in stroškovno učinkovita izvedba testov 
toksičnosti. Cilj toksikoloških študij in sillico je izboljšati napovedovanje toksičnosti in 
oceno varnosti, velika prednost je tudi ta, da lahko potencialno toksičnost spojin ocenimo še 
preden so sintetizirane (45). 
Računalniške metode in silico na različne načine predvidevajo, katere spojine so KMES. 
Predvidevajo lahko z modeliranjem farmakoforov (pharmacophore modeling), z analizo 
razmerja med kvantitativno strukuro in aktivnostjo (QSAR), s  simulacijo molekurne 
dinamike, s študijami sidranja ali s pomočjo virtualnega rešetanja. Z večino od teh orodij 
lahko določimo samo ali se določena spojina veže ali ne veže na določen receptor in ali s 
tem predstavlja potencialno škodljivo spojino. Samo nekaj metod omogoča tudi 
kvantitativno oceno relativne vezave (42). 
Raziskovalni del naše magistrske naloge temelji na programu ED, ki s pomočjo 
molekulskega sidranja umešča ligande v vezavna mesta JHR, za to bomo v nadaljevanju 
opisali ta tip metod in silico. 
Molekulsko sidranje je tehnika modeliranja, ki jo uporabljamo za to, da napovemo kako 
protein (encim, receptor) in majhne molekule med seboj interagirajo. Obnašanje majhnih 
molekul v vezavnem mestu tarčnega proteina lahko opišemo z molekulskim sidranjem, s 
sidranjem poskušamo ugotoviti, v kakšnem položaju je ligand vezan v vezavnem mestu 
proteina in napovedati afiniteto vezave (46). Za identifikacijo aktivnega mesta proteina 
moramo naprej izbrati zahtevano kristalno strukturo iz proteinske podatkovne banke (PDB). 
Tridimenzionalno strukturo generiramo s pomočjo podatkov iz kristalografske analize, 
NMR podatkov ali tehnike imenovane homologno modeliranje. Ko znanstveniki ugotovijo 
3D strukture vezavnih mest, svoje ugotovitve objavijo v PDB (46). Proces sidranje lahko 
razdelimo na dve stopnji: V prvi se izvaja umeščanje spojine v aktivno mesto proteina, v 
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drugi pa s pomočjo cenilnih funkcij ocenimo vezavne energije. Pomanjkljivost metod 




2 NAMEN DELA 
 
V magistrskem delu bomo z uporabo programa ED poskušali napovedati vezavo izbranih 
FL in IFL na izbrane endokrine jedrne receptorje ter jih primerjati s podatki iz strokovne 
literature. Tako bomo lahko tudi ovrednotili napovedno moč programa ED za to vrsto spojin 
oz v tej skupini spojin odkrili take, za katere vpliva na endokrine receptorje še niso 
preizkusili in jih ne poznamo. 
 
2.1 HIPOTEZE 
S pomočjo pridobljenih rezultatov bomo ocenili pravilnost naslednjih hipotez 
1. Med izbranimi FL in IFL obstajajo tudi takšni, ki vplivajo na funkcijo endokrinega 
sistema pri človeku, zaradi interakcije z enim ali več jedrnimi receptorji. 
2. ED med izbranimi FL in IFL pravilno napove vezavo tistih spojin, ki so že 
ovrednotene in za katere so podatki v literaturi dostopni. 
3. Med izbranimi FL in IFL obstajajo tudi takšni, za katere program ED napove visoko 
afiniteto vezave vsaj na enega izmed preučevanih receptorjev, za katere do zdaj 
objavljene znanstvene raziskave teh interakcij še niso opisale. 
4. Med izbranimi FL in IFL obstajajotudi takšni, za katere program ED ne napove 
vezave na nobenega od izbranih jedrih receptorjev. 







3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 IZBIRA SPOJIN ZA TESTIRANJE 
Za obravnavo v študiji smo izbrali različne spojine iz družin FL in IFL, ki se nahajajo na 
seznamih FL in IFL navedenih v podatkovni bazi KEGG BRITE 
https://www.genome.jp/kegg-bin/get_htext#A2 .  
 
3.1.2 PODATKOVNA BAZA KGG BRITE 
Za obravnavo smo izbrali različne spojine iz družin FL in IFL. Večino spojin smo izbrali iz 
baze podatkov Kyoto Encyclopedia of Gens and Geoms oz KEGG, ki je podatkovna baza, 
dostopna na spletni strani https://www.genome.jp/kegg/ . Leta 1995 jo je dr. Minoru 
Kanehisa na Inštitutu za kemijske raziskave univerze v Kyotu vzpostavil kot del japonskega 
programa za raziskavo človeškega genoma. Namenjena je bila uporabi v bioinformatiki in 
izobraževanju med drugim za analizo podatkov ter za moduliranje in  simulacije v sistemski 
biologiji, genomiki in razvoju zdravil. V grobem je KEGG razdeljena na 4 sisteme, ki dajejo 
informacije o genomiki, kemiji, zdravju in sistemih,  zadnji pa so nadalje razdeljeni na 18 
manjših baz podatkov. (48)  
KEGG smo uporabili kot glavni vir spojin iz družine FL in IFL. Na prvi strani smo pri Data-
oriented entry points izbrali KEGG BRITE (zbirka datotek, ki vsebujejo podateke, ki so 
urejeni v hierarhičnih lestvicah), nato pa smo sledili navedenemu zaporedju; 2. Compounds 
and Reactions → 2.1 Compounds → 08003 Phytochemical compounds → Flavonoids → 
Flavonoids ter Isoflavonoids. 
 
3.1.3 SEZNAMI KEMIČNIH MOTILCEV ENDOKRINEGA SISTEMA 
Sezname potencialnih endokrinih motilcev lahko najdemo v različnih podatkovnih bazah na 
primer TEDx(49), EDKB podatkovna baza (50), TOXNET (51), EDCs DataBank (52), 
evropska Komisija je pripravila seznam snovi z dokazanim endokrinim učinkom, ter snovi 
s potencialnim endokrinim delovanjem (53) (54). Uporabili smo tudi seznam snovi z 




3.2.1 PROGRAM ENDOCRINE DISRUPTOME 
ED je dobro validiran program, prosto dosegljiv preko spleta 
(http://endocrinedisruptomee.ki.si/).  Med tem ko večina QSAR metod predvideva vezavno 
afiniteto več ligandov do ene tarče, ED napoveduje, kakšna je afiniteta vezave preiskovane 
spojine na več različnih jedrnih receptorjev.  
Program ED omogoča sidranje ene spojine hkrati v aktivna mesta 16 struktur, ki pripadajo 
12 različnim humanim jedrnim receptorjem: AR (agonistična in antagonistična oblika), ER 
α in β (agonistična in antagonistična oblika), GR (agonistična in antagonistična oblika), 
jetrnima X receptorjema (LXR) α in β, s peroksisomskimi proliferatorji aktiviranim 
receptorjem (PPAR) α, β/δ in γ, retinoidnemu X (RXR) receptorju α in TR α in β. Vseh 16 
struktur, ki so integrirane v ED, je bilo predhodno validiranih. (55). 
Program se izvaja na spletni platformi Docking Interface For Target Systems (DOTS), 
simulacija sidranja pa se izvaja s pomočjo programa AutoDock Vina.  Program ED nam 
ponuja možnost, da na osnovni strani lahko sami narišemo strukturo preiskovane molekule, 
kar omogoča program Chem Dodle Schratcher, ali pa strukturo generiramo s pomočjo 
SMILES kode (55). SMILES koda je v eni vrstici zapisana struktura določene spojine, pri 
čemer je zapis sestavljen samo iz tipov atomov in povezav med njimi (56). Potem ko 
potrdimo strukturo, nas program preusmeri na novo stran, kjer se izvaja sidranje molekul. 
Hkrati program navede še osnovne podatke o preiskovani molekuli, to so molekulska masa, 
log P, donorje in aceptorje H-vezi, v primeru da program zazna PAINS (pan-assay 
interference structures), nas na to opozori. PAINS so tisti deli molekule, zaradi katerih  lahko 
prihaja do neželenih interakcij in lahko povzročijo motnje v napovedovanju kako se bo 
spojina umestila v receptorju. Sidranje običajno traja nekaj minut, program pa med tem 
samodejno, vsakih 30 s, osvežuje stran, na kateri se izvaja sidranje.  Kako dolgo traja 
sidranje, je odvisno od kompleksnosti molekule in tega, koliko uporabnikov sočasno 
uporablja program.  Rezultate nam program, glede na verjetnost vezave, razvrsti v štiri 
razrede, ki so različnih barv in imajo pripisana različna števila glede na vezavno afiniteto. 
Rdeče je obarvan razred z visoko verjetnostjo vezave (SE<0,25), oranžni (0.25 < SE < 0.5) 
in rumeni (0.5 < SE < 0.75) razred imata srednjo verjetnost vezave, zeleno je obarvan razred, 
ki ima majhno verjetnost vezave (SE>0.75). Dobljena števila poleg barvne lestvice pa 








Slika 5: Napovedna stran programa ED 
Rezultate, ki jih poda ED, moramo interpretirati previdno in z visoko mero inteligence, saj 
program pri predvidevanju ne upošteva farmakokinetičnih parametrov kot sta na primer 
metabolizem ter bioakumulacija ampak samo strukturo izbrane spojine (55). 
 
3.2.2 PODATKOVNE BAZE, KI SO NAM OMOGOČILE OVREDNOTENJE 
REZULTATOV PRIDOBLJENH S PROGRAMOM ED 
Za ovrednotenje napovednosti programa ED smo rezultate programa primerjali s podatki iz 
strokovnih podatkovnih baz PubChem ter s podatki iz strokovnih člankov. Strokovne članke 
smo poiskali v bazah podatkov PubMed, ScienceDirect, Elsevier in drugih. Najprej pa smo 
poiskali FL in IFL, ki so v strokovnih podatkovnih bazah TEDx in CTD razvrščeni med 
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endokrine motilce in potencialne endokrine motilce. Uporabljene podatkovne baze bomo v 
nadaljevanju bolj podrobno opisali. 
 
3.2.2.1 PODATKOVNA BAZA PUBCHEM 
PubChem je odprta podatkovna  baza, ki je bila leta 2004 postavljena pod okriljem National 
Institutes of Health (NIH), do nje pa lahko prosto dostopamo preko spletne strani 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. Podatki v PUBChem so organizirai v treh med seboj 
prepletenih bazah podatkov, ki jih sestavljajo Substance database, tu so zbrani kemijski 
podatki o substancah, ki iz izvirajo iz različnih virov (laboratoriji, vladne agencije, 
farmacevtska podjetja itd.),  Compound database, kjer se shranijo kemijske strukture iz 
Substance database, v tretji bazi podatkov BioAssay database pa se nahahjajo podatki o 
biološki aktivnosti molekul (58).  
Pri našem delu smo uporabljali Compound database, ki nam je omogočila generiranje 
SMILES kod, ki smo jih nato vnesli v ED. V iskalnik smo vnesli ime preiskovanega FL 
oziroma IFL, iskalnik pa nam je nato ponudil več zadetkov, ki so v opisu vsebovali vneseni 
FL oziroma IFL. Po kliku na ustrezni zadetek nas je spletna stran preusmerila na nov 
zavihek, kjer so bili na enem mestu zbrani podatki o preiskovani molekuli, med drugim tudi 
SMILES koda (58). Dobljeno SMILES kodo smo nato vnesli v program ED, da smo lahko 
z njeno pomočjo generirali strukturo spojine, na podlagi katere je program izvedel sidranje. 
 
3.2.2.2 PODATKOVNA BAZA EDCs DATA BANK (EDCs) 
EDCs je prva podatkovna baza o kemikalijah, ki delujejo kot KMES. Trenutno je v njej 615 
kemikalij, med njimi tudi seznam FL, ki so znani KMES. Projekt je postavljen za 
pospeševanje razvoja računalniških toksikoloških pristopov, ki bi lahko pomagali pri 
razumevnju mehanizmov delovanja različnih endokrinih motilcev in predvidevanju 
neznanih, potencialno škodljivih učinkov na zdravje. Kot vir kemikalij v EDCs se 
uporabljajo podatki objavljeni v EU seznamu potencialnih endokrinih motilcev ter TEDx 
podatkovna baza skupaj z razpoložljivimi tridimenzionalnimi strukturami objavljenimi v 
PubChem bazi podatkov. Dodatne informacije so pridobljene iz podatkovnih in znanstvenih 
informacijskih virov npr. PubMed, Fable ToxCast in LigerCat (58). Do podatkovne baze 
lahko dostopamo preko spletnega naslova: http://KMES.unicartagena.edu.co/about.php 
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3.2.2.3 PODATKOVNA BAZA CTD 
Primerjalna toksikogenomska podatkovna baza (CTD) je robustna, prosto dostopna 
podatkovan baza. Iz PubMed povzema samo tiste reference, ki vsebujejo tudi informacije o 
interakcijah med kemikalijami in geni. Predstavlja vir podatkov za primerjalne toksikološke 
raziskave. Vzpostavljena je zato, da omogoča napredno razumevanje tega kako okoljska 
izpostavljenost vpliva na zdravje ljudi. Sestavlja jo več kategorij podatkov: interakcije med 
kemikalijami in geni, kemikalije, ontologija genov, signalne poti, geni, bolezni ter 
izpostavljenost (60). Do podatkov iz te spletne zbirke lahko pridemo preko spletne strani 
http://ctdbase.org/about/. 
 
3.2.2.4 SEZNAM TEDx 
TEDx je strokovni neprofitni raziskovalni inštitut. Njegov namen je zmanjšanje proizvodnje 
in uporabe kemikalij, ki se vmešavajo v normalno delovanje hormonalnega sistema. Na 
seznamu TEDx potencialnih KMES so kemikalije z znanstveno dokazanim endokrinim 
delovanjem. Raziskovalci z inštituta TEDx ocenjujejo kemikalije na podlagi javno dostopne 
znanstvene literature ter na ta način izločijo tiste kemikalije ki izkazujejo učinke na 
endokrinem sistemu. Med tem ko različne vladne agencije, neprofitne organizacije in 
podjetja uporabljajo različne kriterije za opredeljevanje endokrinih motilcev,  se na seznamu 
TEDx nahajajo vsi potencialni endokrini motilci, za katere obstaja vsaj ena študija, ki 
potrjuje njihov potencial endokrinega motilca (61). Do podatkov iz te zbirke lahko pridemo 





4 REZULTATI  
 
Glavni namen naše magistrske naloge je bil med izbranimi predstavniki FL in IFL določiti 
tiste, za katere program ED napove visoko vezavno afiniteto za vsaj en tip preučevanih 
receptorjev, vendar za zdaj zanje še ni znanstvenih podatkov, da delujejo preko 
obravnavanih receptorjev. S tem bi izločili snovi, ki lahko bodisi delujejo kot endokrini 
motilci ali pa predstavljajo potencialne učinkovine pri zdravljenju številnih endokrinih 
bolezni. Njihove učinke bi lahko natančneje preučili z dodatnimi študijami in vitro in in vivo, 
saj samo z virtualnim sidranjem ne moremo popolnoma oceniti, kako se posamezne spojine 
obnašajo pri vnosu v telo, saj program ED pri sidranju ne upošteva metabolizma, absorbcije, 
porazdelitve in eliminacije pa tudi ne akumulacije. 
Rezultate o vezavni afiniteti, ki smo jih pridobili s pomočjo spletnega programa ED, smo 
razvrstili v 4 skupine. Razvrstitev smo naredili za vsak tip flavonoidov posebej: 
• IFL in FL iz seznama potencialnih endokrinih motilcev, ki jim program ED za vsaj 
en tip receptorjev napoveda visoko vezavno afiniteto in jih razvrsti v oranžen ali rdeč 
razred vezave. 
• IFL in FL iz seznama potencialnih endokrinih motilcev, katerim program ED za 
nobenega od obravnavanih JHR ne napove visoke vezavne afinitete in jih za noben 
tip receptorjev ne razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave. 
• IFL in FL, ki niso na seznamu potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED 
za vsaj en razred receptorjev razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave. 
IFL in FL, ki niso na seznamu potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED za vsaj 




4.1 REZULTATI PROGRAMA ED ZA IZOFLAVONOIDE 
V naši magistrski nalogi smo prverili 41 IFL. Razdelili smo jih v štiri skupine:  
• IFL iz seznama potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED za vsaj en tip 
receptorjev  razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave 
• IFL iz seznama potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED za vsaj en tip 
receptorjev ne razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave 
• IFL, ki niso na seznamu potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED za vsaj 
en razred receptorjev razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave 
• IFL, ki niso na seznamu potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED za vsaj 
en razred receptorjev ne razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave. 
V spodnji preglednici II predstavljamo vse obravnavane IFL ter njihove interakcije, z  




Preglednica I: Seznam vseh obravnavanih IFL z rezultati testiranja z ED ter dodatna oznaka tistih IFL, ki se nahajajo na 
seznamih KMES oz. PKEMS. 
IZOFLAVONOID / 
 RECEPTOR 




(-)-soforol                                   
(+)-soforol                                   
betavulgarin                                   
biokanin a                                 DA 
bovdikion                                   
cajanin                                   
cajanol                                   
ciklokieviton                                   
daidzein                                 DA 
daidzin                                   
dalbergin                                   
dalbergioidin                                   
dalpanin                                   
(r) - ekvol                                 DA 
(s) – ekvol                                 DA 
faezolin                                   
formononetin                                   
genistein                                   
genistin                                 DA 
glabridin                                 DA 
glicitein                                   
glicitin                                 DA 
hispaglabridin                                   
ipriflavon                                   
irilon                                   
irizolidon                                   
izoformononetin                                   
kalikozin                                   
kieviton                                   
kladrin                                   
koparin                                   
lotizoflavan                                   
mukronulatol                                   
orobol                                   
prunetin                                   
puerarin                                   
sativanone                                   
sisotrin                                   
tektoridin                                   





4.1.1 IZOFLAVONOIDI IZ SEZNAMA POTENCIALNIH ENDOKRINIH 
MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ED ZA VSAJ EN RAZRED 
RECEPTORJEV RAZVRSTI V ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED VEZAVE 
 
Vse spojine iz seznama IFL, smo preverili v podatkovnih bazah TEDx in EDCs. Ugotovili 
smo, da se 7 od preiskovanih IFL nahaja v vsaj eni od omenjenih podatkovnih baz kot 
potenicalni endokrini motilec. Ti IFL so  (R) - ekvol, (S) – ekvol glabridin, biokanin A, 
daidzein, genistein in glicitein. Nato smo IFL preverili še s programom ED. Ugotovili smo, 
da je program vseh 6 potencialnih endokrinih motilcev razvrstil v oranžen ali rdeč razred 
vezave za vsaj en tip receptorjev.  
BIOKANIN A, se v številnih strokovnih člankih omenja kot glavni  izoflavon v črni detelji 
(Trifolium pratense L. ) in v prosto dostopnih ekstraktih črne detelje. Prehranska dopolnila, 
ki vsebujejo črno deteljo, so namenjena za lajšanje postmenopavzalnih simptomov pri 
ženskah. Poleg črne detelje se nahaja tudi v številnih stročnicah in oreščkih (62). Biokanin 
A se v človeku s pomočjo citokroma P450 (poteče O – demetilacija) metabolizira do bolj 
estrogensko aktivnega metabolita genisteina (63). Njegovi estrogenski učinki in vitro so bolj 
kot na ERα izraženi na ER β receptorju. IC50 določena za ERα je 35+/- 1 μM, IC50 za ERβ  
pa 4.1 +/- 0.81 μM (64). V poizkusih in vitro so znanstveniki dokazali, da biokanin A aktivira 
PPARα in γ, kar pomeni, da in vivo deluje antilipidemično in antidiabetično (65). In vitro 
ima biokanin A pri koncentraciji 1,6 mM antagonistične učinke na AR receptor saj povzroči 
50% zmanjšanje aktivnosti luciferaze, predhodno inducirane z 0,2 nM DHT-ja (66). Učinke 
biokanina A na PPAR receptorje so preizkušali in vitro na celicah raka materničnega vratu 
HeLa. Celice so transfecirali s himernim Gal-PPAR reporterskim genom. Biokaninu A so 
določili EC50 vrednost 3,7 μM. Specifični ligand PPARγ, spojina pioglitazon, aktivira Gal-
PPARγ  sistem, njena EC50 pa je 3 μM. Podobno so preverili še učinke biokanina A na Gal-
PPARα sistem in dolčili ED50 1,3 μM, ED50 specifičnega liganda PPARα Wy14643 pa je 
5 μM (67). V CTD je navedeno, da se biokanin A veže na agonistične oblike estrogenskih 
receptorjev α in β, tudi v EDCs in TEDx je uvrščen med endokrine motilce. Program ED pa 
ga je za vse oblike estrogenskih receptorjev uvrstil v zelen razred. Za PPARα in PPARγ  
program ED ni predvidel vezave. Za ostale obravnavane JHR nismo uspeli dobiti 
znanstvenih podatkov o morebitni interakciji le teh z biokaninom A. Za AR in ARan je ED 
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biokanin A razvrstil v oranžen razred vezave, vendar podatkov iz znanstvene literature, ki bi 
to vezavo nedvoumno potrdili, nismo našli.  
EKVOL je metabolit daidzeina. Bakterijska mikroflora  intestinalnega trakta, daidzein 
metabolizira do ekvola, pri čemer pri človeku nastane izključno (S)-ekvol.  S-ekvol ima 
relativno visoko afiniteto do ER β, saj ima K(i) 0,73 nmol/L, za ER α je K(i) 6,41 nmol/L, 
R-ekvol pa je razmeroma neaktiven, saj je njegova K(i) za ER β 15,4 nmol/L, za K(i) za ER 
α je 27,38 nmol/L. 1 Pri tem je pomembno, da samo od ene tretjine do polovica populacije 
lahko daidzein metabolizira do ekvola. Ta visoka variabilnost v produkciji ekvola je 
posledica interindividulanih razlik v sestavi črevesne mikroflore (68). Program ED pa 
nobenega od enantiomerov ni razvrstil v razred rdeč za estrogenske receptorje. Za (R)-ekvol 
je napovedal oranžen razred vezave na estrogeski α receptor. Program ED ga je v oranžen 
razred vezave razvrstil samo za AR an. Antiandrogeni učinki ekvola (v študijah in vitro) niso 
posledica direktne vezave na AR oz na ARan, ampak sposobnosti ekvola, da specifično in z 
visoko afiniteto veže na 5α-dihidrotestosteron (5α-DHT) ter tako preprečuje njegovo vezavo 
na AR (69). 
Izoflavonoida DAIDZEIN in GENISTEIN se nahajata v hrani, ki vsebuje sojo, najdemo ju 
tudi v nekaterih mlečnih formulah za dojenčke. V prehranskih dodatkih za nadomestno 
terapijo estrogena pri ženskah v menopavzi, se uporabljata zaradi domnevnega protektivnega 
delovanja proti kardiovaskularnim boleznim in osteoporozi. Oba se z večjo afiniteto vežeta 
na ERβ receptor kot na ERα (70). Daidzein se sicer veže tudi na ERα in deluje agonistično 
(71). Daidzein se v obeh bazah podatkov, ki smo jih uporabili, nahaja na seznamih 
potencialnih endokrinih motilcev, program ED pa ga je v primeru ERβ uvrstil v oranžen 
razred, za ERα pa ga je uvrstil v rdeč razred vezave. Program ED ni predvidel vezave 
daidzeina na PPARα in PPARγ, saj je daidzein za oba receptorja razvrstil v zelen razred 
vezave. S poizkusi na Murine 3T3-L1 preadipocitni celični liniji pa so raziskovalci uspeli 
potrditi, da daidzein lahko posredno vpliva na ekspresijo proinflamatornih citokinov, tako 
da se veže na PPARα in PPARγ (72). 
GENISTEIN izkazuje znatno estrogensko aktivnost že pri koncentracijah, ki jih običajno 
lahko določimo v človeškem krvnem obtoku. Ko so znanstveniki preverjali vpliv 
koncentracije genisteina in daidzeina na rast rakavih celic endometrija ECC-1, so uspeli 
potrditi dvojne učinke daidzeina in genisteina. Pri nizkih koncentracijah (0.4 – 4 μM) 
genistein stimulira proliferacijo celic, pri visokih koncentracijah (40 mM) pa najprej 
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inhibira, od drugega dne dalje pa  stimulira rast celic. DAIDZEIN pospešuje proliferacijo 
celic pri višjih koncentracijah (4 μM), pa tudi pri visoki koncentraciji (40 μM) pospešuje 
proliferacijo in je ne inhibira (73). V drugi študiji na celični liniji KS483 in na celicah 
kostnega mozga podgan, so raziskovalci ugotovili, da genistein pri koncentracijah enakih ali 
nižjih od 1 mM deluje kot estrogen in stimulira osteogenezo ter inhibira adipogenezo. Pri 
koncentracijah višjih od 1 mM pa je genistein ligand PPARγ  zaradi česar stimulira 
adipogenezo in inhibira osteogenezo. Rezultati transfekcijskih eksperimetntov kažejo, da 
aktivacija PPARγ , ki jo povzroči genistein, tudi zniža preko estrogenskih receptorjev 
posredovano transkripcijsko aktivnost. Ko pa genistein aktivira ERα in Erβ, se posledično 
zniža PPARγ  transkripcijska aktivnost. Genistein torej hkrati aktivira dva transkripcijska 
faktorja ER in PPARγ,  kar ima različne učinke na adipogenezo in osteogenezo. Razmerje 
med aktivacijo ER in PPARγ  vpliva na biološke učinke genisteina na osteogenezo in 
adipogenezo. S programom ED nismo predvideli vezave genisteina na PPARγ  (74). Učinke 
na PPAR so potrdili tudi v raziskavi, ki smo jo omenili že pri biokaninu A, kjer so na 
transinfeciranih celicah raka materničnega vratu HeLa za genistein določili EC50 za PPARγ  
23μM, za PPAR α pa so prav tako predvideli vezavo, EC50 genisteina je za ta tip receptorja 
16 μM (75). V raziskavi vpliva  fizioloških ter farmakoloških koncentracij genisteina na 
celice raka prostate, so v eni od študij uporabili dve celični liniji. Prva je celična linija LAPC-
4, ki ima divji tip AR, druga linija pa LNCaP z mutiranim AR. Ugotovili so, da so učinki 
genisteina na celice raka prostate odvisni od koncentracije in od mutacije AR. Genistein je 
v celicah LAPC-4 inhibiral proliferacijo in induciral apoptozo linearno odvisno od 
koncentracije. Učinki genisteina na LNCaP pa so bili dvofazni, pri fizioloških 
koncentracijah, nižjih od 10 μmol/L je stimuliral proliferacijo celic, inhibiral pa pri  
koncentracijah enakih ali višjih od 25 μmol/L (76). Daidzein je program ED razvrstil v rdeč 
razred vezave samo za ERα receptor. V oranžen razred za ERα in ERβ je genistein uvrstil 
tudi ED. Zaradi estrogenega delovanja, ki je posledica vezave na ERα in ERβ je genistein 
tudi v CTD, ter na seznamu endokrinih motilcev v podatkovnih bazah EDCs in TEDx. Z 
rezultati večine eksperimentalnih in epideimoloških študij sta genistein in daidzein obetavni 
učinkovini za zdravljenje oz kemoprevencijo raka prostate. Njun učinek pa je posledica 
vezave z AR receptorjem. AR ima namreč ključno vlogo pri razvoju in napredovanju raka 
prostate. Z uporabo metode sidranja (Auto dock) so zanstveniki uspeli potrditi, da se tako 
genistein kot daidzein z veliko afiniteto vežeta na AR. Afiniteta, s katero se a AR vežejo 
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endogeni DHT in 17β-estradiol ter genistein in daidzein so predstavljene v spodnji 
preglednici 4 (77). Program ED je oba razvrstil v rdeč razred vezave za AR in ARan. 
Preglednica II: Primerjava energije vezave genisteina in daidzeina z DHT ter 17β –estradiolom. 
  Energija vezave (kcal mol−1) 
DHT < −10 kcal mol−1   
17β-estradiol < −10 kcal mol−1   
Genistein −8.8 kcal mol−1   
Daidzein −8.5 kcal mol−1   
 
GLABRIDIN se na humani ER veže s približno enako afiniteto kot genistein, ki je 10-4 
manjša kot afiniteta estradiola.Študija in vitro genisteina in njegovih derivatov je pokazala 
ključno vlogo obeh hidroksilnih skupin glabridina za vezavo na estrogenski receptor, saj so 
bili agonistični učinki pri derivatih s samo eno ali brez hidroksilnih skupin bistveno nižji. 
Pri nižjih koncentracijah (manj kot 10 μM) spodbuja proliferacijo od estrogena odvisnih 
celic raka dojk T47D (ER+), pri koncentaracijah, višjih od 15 μM pa ima antiproliferativne 
učinke na te celice (78). V drugi študiji so potrdili, da je glabridin bioaktivna spojina, ki 
aktivira humani PPARγ receptor, ter da je njegov učinek odvisen od koncentracije. (79)  
Program ED za galabridin ni predvidel vezave na  ERα, ERαan, Erβ, ERβan in PPARγ saj 
ga je za vse receptorje uvrstil v zelen razred. V  oranžni razred vezave je glabridin razvrstil 
za GR, LXRα, LXRβ, TRα ter TRβ . Glabridin se nahaja na seznamu potencialnih endokrinih 
motilcev v podatkovnih bazah EDCs in TEDx. 
GLICITEIN je poleg genisteina in daidzeina še en izoflavon, ki se nahaja v zrnih soje. V 
zrnih soje sta genistein in daidzein prisotna v visokih koncentracijah, gliciteina pa je malo 
(80). Estrogensko aktivnost gliciteina so preverjali na rekombinantnnem humanem 
receptorju za estrogen (hERα). Za hERα so pri 17β-estradiolu določili relativno vezavno 
afiniteto 100 in IC50 0,002 µM, za glicitein pa relativno vezavno afiniteto 0,01 in IC50 =17 
µM (81). S poizkusi na ER izotip-specifičnih reportrskih celicah so dokazali, da je glicitein 
šibek agonist na ERα in ERβ (82). S programom ED smo napovedali šibko možnost vezave 
na ERβ, program ga je uvrstil v rumen razred vezave. Nahaja se tudi v obeh uporabljenih 




4.1.2 IZOFLAVONOIDI IZ SEZNAMA POTENCIALNIH ENDOKRINIH 
MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ED ZA VSAJ EN TIP RECEPTORJEV NE 
RAZVRSTI V ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED VEZAVE 
Program ED je za vse obravnavane spojine iz skupine IFL, ki so na seznamih potencialnih 
motilcev endokrinega sistema, razporedil v oranžen ali rdeč razred vezave za vsaj en tip 
receptorja. V to skupino zato nismo uvrstili nobenega od 41 obravnavanih IFL. 
 
4.1.3 IZOFLAVONOIDI, KI NISO NA SEZNAMU POTENCIALNIH 
ENDOKRINIH MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ENDOCRINEE 
DISRUPTOME ZA VSAJ EN RAZRED RECEPTORJEV RAZVRSTI V 
ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED VEZAVE 
Med vsemi spojinami iz seznama IFL je 27 takšnih, ki se ne nahajajo v podatkovnih bazah 
TEDx in KMES kot potrjeni KMES ali potencialni KMES. Ti IFL iz seznamov in njihova 
moč vezave na receptorje je navedena v spodnji preglednici. V zansntveni literaturi smo za 
7 spojin dobili podatke o njihovi interakciji z vsaj enim od obravnavanih JHR. Ti IFL so 
daidzin, glicitein, genistin, formononetin, ipriflavon, kalikosin ter kieviton. S 
programom ED smo, za vseh sedem naštetih IFL, napovedali vezavo v oranžen ali rdeč 
razred vezave za vsaj en tip receptorjev.  
Ekstrakt iz korenine sladkega korena se uporablja kot naravna alternativa nadomestnemu 
hormonskemu zdravljenju v menopavzi. Vsebuje številne FL, IFL in kalkone, med drugim 
tudi KALIKOSIN, ki je estrogenski agonist. Relativna vezavna kapaciteta za ER α je 0.010 
+/- 0.004 , za ERβ pa 0.027 +/- 0.004 (83). S programom ED nismo napoveadli vezave na 
nobenega od obravnavanih ER, za vse je kalikosin razvrstil v zelen razred vezave. V oranžen 
razred vezave je kalikosin razvrstil za AR, ter v rumen razred za ARan, TRα ter TRβ, vendar 
nismo našli podatkov iz literature, ki bo to vezavo dejansko potrdili. 
V študiji Zhu Yingying in ostalih so preverjali antiproliferativne učinke in vitro, ki jih imajo 
proizvodi iz soje na celiče linije MDA-MB-231 in MCF-7. Ugotovili so, da DAIDZIN, 
GLICITEIN in GENISTIN močno zavirajo proliferacijo MCF-7 celične linije, njihov 
učinek pa je odvisen od koncentracije (84). Program ED je daidzin razvrstil v rdeč razred 
vezave za GR in TRα, genistein v oranžen razred za GR in TR α, glicitin pa v oranžen razred 
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samo za GR. Literaturnih podatkov iz znanstvenih podatkovnih baz, ki bi  potrdili vezavo s 
temi receptorji nismo našli.  
Preglednica III; EC50 na MCF-7 celični liniji ter strukture daidzeina, gliciteina in genisteina (prirejeno po (84)) 











FORMONONETIN je glavna komponenta redeče detelje (85). S poizkusi na HeLa rakavih 
celicah materničnega vratu transinficiranih s himernim gal-PPAR reporterskim genom so 
določili ED50 za PPARγ  2,6 μM, ED50 specifičnega PPARγ  liganda pioglitazona pa 3 μM. 
ED50 za PPARα ima manj kot 1,0 μM med tem ko je ED50 specifičnega liganda PPAR α, 
spojine Wy14643, 5 μM (86). Relativna vezavna afiniteta formononetina je za ERα in ERβ 
manjša od 0,001. S programom ED nismo predvideli vezave na nobenega od omenjenih 
receptorjev, saj je formononetin za ERα, ERαan, ERβ ter  ERβan uvrstil v zelen razred 
vezave (87) 
IPRIFLAVON je proizveden sintetično, uporablja se kot učinkovina za inhibicijo resorpcije 
kosti in ohranjanje kostne mase pri ženskah v menopavzi. Ni namenjen zdravljenju 
osteoporoze, ampak zgolj upočasnjuje delovaje osteoklastov (80). S testi kompetitivne 
vezave na ERα in ER β  na trdni fazi so določili relativno vezavno kapaciteto za oba 
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estrogenska receptroja. Relativno vezavno kapaciteto so izračunali kot razmerje med 
koncentracijo 17β - estradiola in kompetitorja, potrebnega da se zniža vezava specifičnega 
radioliganda za 50 %. Za oba receprtorja je bila relativna vezavna kapaciteta <0.01. Program 
ED ni predvidel vezave na nobenega od ER, za vse štiri je ipriflavon razvrstil v zelen razred 
vezave (89). 
Stročnice so eden glavnih virov fitoestrogenov, ter predmet številnih raziskav, s katerimi 
poskušajo najti alternative konvencionalni hormonski nadomestni terapiji v menopavzi. 
Nastanek fitoalkesinov v stročnicah izzovejo s stresnimi pogoji, npr. s škodo, ki jo naredijo 
insekti, tako da rastlino poškodujejo ali z aplikacijo molekul, ki stimulirajo obrambne 
mehanizme v rastlinah. V eni od raziskav so rdeč srčast fižol tretirali z ekstraktom 
Asperagillus sojae in ugotovili, da se posledično zviša količina KIEVITONA. Omenjen 
fitoaleksin so izolirali iz rastline in preverili njegovo estrogensko aktivnost z metodo vezave 
na ERα in ERβ na MCF-7 in HEK 293 celicah in metodo, s katero so preverjali proliferacijo 
MCF-7 celične linije. Kieviton se je z višjo afiniteto vezal na ER α, vezavna afiniteta 
kievitona 0.48 %, afiniteta vezave na ER β pa je 0.53 %. Stimulirata proliferacijo MCF-7 
celic. S kotransfekcijo HEK 293 in uporabo reporerja za luciferazo so pokazali, da kievitone 
selektivno poveča ERE transkripcijsko aktivnost ERα. Raziskovalci so na podlagi dobljenih 
rezultatov zaključili, da ima kievitone estrogenske in antiestrogenske učinke (90). S 
programom ED smo napovedali šibko vezavo kievitona na ERα (rumen razred) ter močno 
vezavo na ERβan, za ERαan ter ERβ pa vezave nismo predvideli (zelen razred vezave).  
4.1.4 IZOFLAVONOIDI, KI NISO NA SEZNAMU POTENCIALNIH 
ENDOKRINIH MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ED ZA NOBEN RAZRED 
RECEPTORJEV NE RAZVRSTI V ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED 
VEZAVE 
Med sedmimi IFL v tej skupini, smo za irizolidon in kladrin v literaturi našli podatke o 
vezavi na JHR, kljub temu da s programom ED te vezave nismo napovedali. 
KLADRIN je strukturno podoben daidzeinu, saj je njegov dvakrat metoksiliran derivat. V 
znanstveni literaturi lahko najdemo podatke o tem, da kladrin zavira postmenopavzalno 
izgubo kostne mase, v študijah in vitro pa poveča izgradnjo kosti. Zaradi njegove o-
metilacije,  je bolj lipofilen in se zaradi tega lažje absorbira pri per os aplikaciji, njegova 
biorazpoložljivost pa je veliko večja kot pri dadzeinu. Pri raziskovanju vpliva kladrina na 
izgubo kostne mase zaradi diete z visoko vsebnostjo maščob ter na adipogenezo pri miših, 
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so med drugim ugostovili, da navzdol regulira PPARγ (91). S programom ED vezave 
kladrina na PPARγ nismo napovedali. 
Pueraria thunbergiana se uporablja v tradicionalni kitajski medicini za blaženje stranskih 
učinkov nastalih zaradi pitja alkohola, za zdravljenje poškodb jeter ter težav v menopavzi. 
Iz cvetov rastline so uspeli izolirati večje število IFL, med drugim tudi kakalid. Kakalid se 
v črevesju s pomočjo tam prisotnih bakterij metabolizira do IRIZOLIDONA. Irizolidonu 
pripisujejo hepatoprotektivne in protivnetne učinke. Ko so testirali estrogensko aktivnost 
irizolidona, so ugotovili, da pri koncentraciji 10μM 1.9krat poveča proliferacijo MCF-7 
celic, isto povečanje proliferacije 17-β-estradiol povzroči pri koncentraciji 10 nM (92, 93). 
Program ED, ni predvidel interakcije z nobenim od estrogenskih receptorjev. 
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4.2 REZULTATI PROGRAMA ED ZA FLAVONOIDE 
V naši magistrski nalogi smo preverili 43 FL. Razdelili smo jih v štiri skupine:  
• FL iz seznama potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED za vsaj en tip 
receptorjev  razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave 
• FL iz seznama potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program ED za vsaj en tip 
receptorjev ne razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave 
• FL, ki niso na seznamu potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program endocrinee 
disruptome za vsaj en razred receptorjev razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave 
• FL, ki niso na seznamu potencialnih endokrinih motilcev, ki jih program endocrinee 
disruptome za vsaj en razred receptorjev ne razvrsti v oranžen ali rdeč razred vezave 
V spodnji preglednici VIII predstavljamo vse obravnavane FL ter njihove interakcije, z 
obravnavanimi jedrnimi receptorji, ki smo jih napovedali s programom ED, ter ali so 




Preglednica IV: Seznam vseh obravnavanih FL, z rezultati testiranja z ED ter dodatna oznaka tistih FL, ki se nahajajo na 
seznamih KMES oz. PKEMS. 











PPARγ RXR α TR α TR β 
KMES/ 
PKMES 
(-)-katekin                                   
(-)-epikatekin                                   
(+)-katekin                                   
(+)-epikatekin                                   
6-prenilnaringenin                                 DA* 
8-prenilnaringenin                                 DA 
apiforol                                   
apigenin                                 DA 
aureusidin                                   
azaleatin                                   
baikalein                                   
brousin                                   
butein                                   
butin                                   
cianidin                                   
dihidromiricetin                                    
eriodictiol                                   
fisetin                                   
floretin                                 DA 
gosipetin                                   
hesperetin                                   
hesperidin                                 DA* 
hispidol                                   
izolikviritigenin                                   
izorhamnetin                                 DA 
kampferol                                 DA 
krizin                                 DA 
kvercetin                                 DA 
leucocianidin                                   
likviritigenin                                 DA 
luteolin                                 DA 
malvidin                                   
maritimetin                                    
morin                                   
naringenin                                 DA 
neohesperidin                                   
pelargonidin                                   
pinocembrin                                   
rutin                                   
skutelarein                                   
silimarin                                    
taksifolin                                 DA 




4.2.1 FLAVONOIDI IZ SEZNAMA POTENCIALNIH ENDOKRINIH 
MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ED ZA VSAJ EN RAZRED 
RECEPTORJEV RAZVRSTI V ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED VEZAVE 
Flavonoide smo preverili v podatkovnih bazah TEDx in EDCs. 12 od preiskovanih FL se 
nahaja v vsaj eni od omenjenih podatkovnih baz kot potenicalni endokrini motilci. Ti FL so 
floretin, hesperetin, likviritigenin, naringenin, 8-prenilnaringenin, 6-prenilnaringenin, 
apigenin, krizin, luteolin, izorhamnetin, kampferol, kvercetin in taksifolin. FL smo 
preverili še s programom ED, ki je 10 od potencialnih endokrinih motilcev razvrstil v 
oranžen ali rdeč razred vezave za vsaj enega od preiskovanih receptorjev, samo za 
hesperetin ter 6-prenilnaringenin, ki sta FL iz seznama potencialnih endokrinih motilcev, 
ED ni predvidel uvrstitve v rdeči oz oranžni razreda vezave za nobenega od preiskovanih 
receptorjev. 
APIGENIN ima ključne dele molekule, potrebne za sidranje v LBD ERα, podobne kot 
endogeni ligand 17β estradiol. Zaradi sposobnosti, da zmanjša ekspresijo ERα in inducira 
transkripcijo reportrskih genov tako kot 17β estradiol, povzroči rast tusmorskih celic. Te 
ugotovitve so izpeljane na podlagi poizkusov na ERα pozitivnih celicah MCF-7 in T47D. 
Celice so izpostavili različnim koncentracijam apigenina od 10nM do 10 μM v prisotnosti 
in odsotnosti 0,1 μM 4-hidroksitamoksifena (antiestrogen 4-OH-Tam). Celice so tretirali 
tudi z 10nM 17β estradiolom in in 0,1 μM ICI 182,780. ICI 182,780 je prvi od čistih 
antiestrogenov nove generacije (94, 95). Celice so z omenjenima spojinama tretirali zato, da 
so potrdili njihov odziv na stimulacijo z estrogenom in antiestrogenom pod uporabljenimi 
eksperimentalnimi pogoji v raziskavi. Apigenin je stimuliral rast MCF-7 in T47D celic, pri 
koncentracijah 1 in 10 μM je imel od 5 dne naprej izrazit učinek na T47D, pri 10 μM je blago 
blokiral antiproliferativne učinke 4-OH-Tam (95). V drugi raziskavi so primerjali materiale 
in sestavine za pakiranje hrane vključno z derivati bisfenola A in rastlinskimi FL, med 
katerim je bil tudi apigenin.  Poleg MCF-7 (ER+) so uporabili tudi MDA-MB453 (AR+ in 
GR+) celice ter preverjali, kakšne endokrine disruptivne učinke imajo obravnavane spojine. 
Pokazali so učinki apigenina odvisni od koncentracije. Pri nizkih koncentracijah deluje kot 
delni agonist AR pri višjih koncentracijah pa kot GR agonist MDA-MB453 (AR+ in GR+) 
(96). Apigenin aktivira tudi ekspresijo PPARγ, posledica pa so protivnetni učinki. Zanimivo 
je, da je konformacijska sprememba PPARγ , ki sledi vezavi apigenina drugačna kot npr. po 
vezavi rosiglitazona. Drugačna naj bi bila zaradi tega ker se apigenin veže na na drugo 
vezavno mesto (36). Tudi s programom ED nismo predvideli vezave na PPARγ , program 
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ga je za ta tip receptorja uvrstil v zelen razred.  ED je predvidel tudi šibko vezavo apigenina 
na ERα, saj ga je razvrstil v rumen razred vezave. Za AR je predvidel močno vezavo v AR 
in ARan, za GR pa šibkejšo vezavo (rumen razred). Apigenin je tako na seznamu TEDx kot 
tudi EDCs potencialnih endokrinih motilcev. 
KRIZIN se med drugim nahaja v medu in propolisu, ima številne farmakološke učinke, saj 
deluje antikancerogeno, proapoptotično, antiangiogeno, animetastatično, 
imunomodulatorno in antioksidativno. Njegova biološka uporabnost in absorbcija sta nizki. 
V obsežnem znanstvenem delu, kjer so primerjali rezultate različnih študij delovanaja 
krizina, je njegovo delovanje na endokrine receptorje omenjeno samo v primeru PPARγ. Na 
ta receptor deluje kot agonist in posredno izboljša stanje miokardnih poškodb pri diabetičnih 
podganah tako, da zmanjša oksidativni stres in vnetje (97).  V drugi študiji so podobno kot 
pri apigeninu napovedali, da se sicer veže in povzroči aktivacijo PPARγ , vendar naj bi bila 
le-ta poseldica vezave na drug del LBD kot ostali ligandi (36). Program ED je za PPARγ  
receptor napovedal vezavno afiniteto, ki ga uvršča v rumen razred. Je na seznamih 
potencialnih endokrinih motilcev EDCs in TDEx. 
LIKVIRITIGENIN je ERβ selektivni agonist na številnih celičnih linijah. Selektivno 
delovanje likviritigenina na ERβ je dokazana tudi na HeLa celicah in na WAR5 celični liniji. 
S poizkusi na celicah U2OS, MCF-7 ter  HeLa so uspeli dokazati, da likviritigenin selektivno 
aktivira samo ERβ, ne pa tudi ostalih endokrinih receptorjev (receptor za progesteron, 
glukokortikoidni receptor, receptor za ščitnične hormone). V transfekcijski analizi in vitro z 
naraščajočimi koncentracijami likvirtigenina, so skušali oceniti tudi njegovo relativno 
aktivnost preko ERα ali ERβ. Likviritigenin je povzročil od koncentracije odvisno aktivacijo 
ERE tk-Luc v  U2OS celicah, ki so bile predhodno trasfecirane z ERβ, v celicah predhodno 
transfeciranih z ERα pa tega odziva ni bilo. Aktivacija se je pojavila pri 1 nM, maksimalna 
aktivacija je bila zaznana pri 500 nM. EC50 likviritigenina za aktivacijo ERE tk-Luc je bila 
36,5nM, medtem ko je bila EC50 za estradiol 0,45nM (98). Tudi program ED je napovedal 
sposobnost likviritigenina za vezavo na estrogenske receptorje, saj ga je za ERα in ERβ 
uvrstil v oranžen razred vezave, v podatkovni bazi TEDx je med potencialne endokrine 
motilce uvrčen prav zaradi svojih interakcij z ERβ. Program ED je napovedal tudi močno 




NARINGENIN je aglikon FL naringina, ki se nahaja v grenivki. V literaturi najdemo 
podatke o antioksidativnih, hipolipidemičnih, antikancerogenih in protivnetnih učinkih 
naringenina tako in vitro kot tudi in vivo (99). Deluje kot delni antagonist na ERα ter tako 
posredno preko signalnih poti v katerih je udeležen ERα vpliva na proliferacijo rakavih celic. 
Zavira namreč hitro signaliziranje preko ERα, inducira stalno aktivacijo p38 ter inhibira od 
17β-estradiola odvisno aktivacijo AKT in ERK1/2 (100). V študiji in vitro na celicah 
kvasovk,  ki so izražale humani ERα in humani ERβ receptror pa  so ugotovili, da se 
naringenin z večjo afiniteto veže na ERβ. V isti študiji so dokazali, da se 8-prenilnaringenin 
veliko močneje veže na ERα kot na ERβ (101). Da ima  8-prenilnaringenin močnejše 
estrogeno delovanje kot naringenin in 6-naringenin so potrdili tudi v različnih raziskavah in 
vitro z različnimi testnimi metodami (kompetitivna vezava z endogenim ligandom, uporaba 
reportrskega gena, analiza proliferacije rakavih celic dojke). Različne literaturne vrednosti 
jakosti 8-prenilnaringenina ocenjujejo z vrednostmi v območju od 0.2 % do 20 %, v 
primerjavi s 100 % z estradiolom, zato je 8-prenilanringenin bolj estrogensko aktiven kot 
ostali fitoestrogeni iz hrane, vključno z IFL  (102). V U-2OS celicah se naringenin veže na 
LXRα ter inhibira delovanje receptorja. Z uporabo reportrske celične linije HG5LN GAL4- 
PPARα in HG5LN GAL4-PPARγ pa so dokazali, da aktivira LBD regijo PPARα in PPARγ 
(104). Naringenin in 8-prenilnaringenin se nahajata v TEDx in EDCs podatkovnih bazah kot 
potencialni endokrini motilec. Program ED je pravilno napovedal močno vezavo 8-
prenilanringenina na ERβ obliko estrogenskega receptorja, za ERα receptor pa je naringenin 
uvrstil v rumen razred vezave. Za RXRα program ni predvidel vezave, za PPARα in PPARγ  
pa je predvidel šibko verjetnost vezave in naringenin razvrstil v rumen razred. 
IZORHAMNETIN je 3`-O-metiliran metabolit KVERCITINA (103). Pri analizi ekstrakta 
Ginko biloba, ki vsebuje 24 % fitoestrogenov, med njimi tudi kvercetin in izorhamnetin, so 
preverjali estrogenske učinke njegovih sestavin. Rezultati študije so potrdili estrogenske 
učinke KVERCITINA in IZORHAMNETINA, oba se z višjo vezavno kapaciteto vežeta 
na ERβ in z manjšo vezavno afiniteto na  ERα (104). Vezavne kapacitete obeh flavonoidov 




Preglednica V: IC50 na ERα za isorhamnetin in kvercetin 
 ERαIC50 ERβ IC50 








V poizkusih in vitro na celicah gastrointestinalnega raka so ugotovili, da ima izorhamnetin 
sposobnost moduliranja PPARγ signalne poti. Flavonoid je zvišal aktivnost PPARγ in 
moduliral ekspresijo genov, ki jo regulira PPARγ (104). Vezavo je napovedal tudi program 
ED, ki je vezavo izorhamentina v PPARγ razvrstil v rumen razred. V strokovni literaturi ni 
drugih podatkov o interakciji izorhamnetina z ostalimi obravnavanimi jedrnimi receptorjii. 
Znanstvenih podatkov, ki bi potrdili tudi učinke kvercitina na PPARγ, nismo našli, vendar 
lahko svoje potencialne učinke izkazuje, potem ko se v gastrointestinalnem traktu 
metabolizira do izorhomnetina in se kot tak absorbira sistemsko (105). 
Sposobnost KVERCETIN-a, da aktivira ER ter posledično inducira ekspresijo genov, so 
preverjali s pomočjo testa z uporabo luciferaznega reportrskega gena na U2-OS celicah. 
U2.OS celice so bile predhodno transinfecirane z ERα ali z ERβ. Kvercetin je induciral 
luciferazno aktivnost ER. Njegova EC50 pa je višja kot pri estrogenu, prav tako ima višji 
faktor indukcije kot estrogen pri obeh uporabljenih celičnih sistemih. V isti raziskavi so 
preverjali tudi učinke kvercitina na proliferacijo v ER pozitivnih (MCF-7 in T47D) in ER 
negativnih celičnih linijah (HCC-38 in MDA-MB-213). Za 17β estradiol so samo v ER 
pozitivnih celičnih linijah ugotovili njegov bifazni učinek na porliferacijo, nizke 
koncentracije kvercitina so prav tako povečale proliferacijo na ER pozitivnih celičnih linijah, 
kar pomeni, da je učinek kvercitina na proliferacijo odvisen od prisotnosti ER. Pri višjih 
koncentracijah kvercitin inhibira proliferacijo vseh uporabljenih celičnih linij, kar nakazuje 
na to, da inhibicija proliferacije ni odvisna od ER. Kvercitin je ERβ aktiviral na do 4.5 krat 
višjo raven kot 17β-estradiolu, med tem ko je mamksimalna indukicja ERα 1.7 krat višja kot 
pri 17β-estradiolu (106).  
S programom ED nismo predvideli vazave v nobeno od oblik ER, je pa kvercetin v rdečem 
razredu vezave za AR in ARan. Dokazov za to, da flavonoli dejansko tekmujejo z androgeni 
za vezavo AR, je zelo malo. V obsežnem pregledu antiandrogenih učinkov flavonolov, med 
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drugim tudi kvercitina, na raka prostate je navedeno, da kvercitin tekmuje za vezavno mesto 
na androgenem receptorju, vendar pri koncentracijah, ki so veliko višje od tiste potrebne za 
citostatične učinke kvercitina. (107). 
Za KAMPFEROL so  v eni od raziskav vezavno afiniteto do ERα  ugotavljali s  z uporabo 
metode PolarScreen ™  ERα  Competitor Assay. Izmerjena IC50 za kampferol je bila 
316.67+/-14.33 nM. Nato je ista skupina raziskovalcev preverila še morebitne antiestrogene 
učinke z uporabo testnega sistema z reporterskim genom za luciferazo na celični liniji MCF-
7. Celice so tretirali z različnimi naraščajočimi koncentracijami preiskovanih spojin. Te 
koncentracije so 3, 10 in 30 μM. Kampferol je 50 % odziva kontrolne substance dosegel šele 
pri 30 μM. Za kampferol so torej ugotovili, da ima šibke antiestrogene učinke na ERα  pri 
visokih koncentracijah (108). 
V drugi študiji na celični liniji MDA-kb2  so preverjali androgene in glukkortikoidne učinke 
FL. Pri kampferolu se je pokazala njegova antiandorogena aktivnost, saj je zmanjšal 
indukcijo luciferaze povzročeno z dihidrotestosteronom, aktivnost luciferaze je bila 19 %, 
IC50 pa manjša kot 10-10 M, pri čemer je didhidrotestosteron sam povzročil 1455 % zvišanje 
aktivnosti luciferaze, njegova IC50 pa je 10-9M (109).  
 
Slika 6: Struktura kampferola (prirejeno po 109) 
S programom ED smo napovedali verjetno možnost vezave (rdeč razred) na AR in ARan ter 
majhno možnost vezave na AR α in na  ER βan (rumen razred). 
LUTEOLIN je multifunkcionalni endokrini motilec. Z analizo na T47D celični liniji, ki je 
ekspresirala receptorje za progesteron in estrogen in  T47D (A1-2) celični liniji, ki je izražala 
glukokortiokoidni receptor so ugotovili da ima luteolin lastnosti šibkega glukokortikoidnega  
antagonista in močnega agonista estrogenskega receptorja (110). Program ED je luteolin 
uvrstil rumen razred vezave za ERα  in GR, za ERβ receptor pa vezave ni predvidel. V obeh 
uporabljenih podatkovnih bazah za potencialne endokrine motilce se nahaja tudi luteolin.  
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4.2.2 FLAVONOIDI IZ SEZNAMA POTENCIALNIH ENDOKRINIH 
MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ED ZA VSAJ EN RAZRED 
RECEPTORJEV NE RAZVRSTI V ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED 
VEZAVE  
S porogramom ED samo za hesperetin in 6 – prenilnaringenin nismo napovedali vezave v 
rdeč ali oranžen razred.  Program ED je predvidel zgolj šibko verjetnost vezave (rumen 
razred) oz vezave sploh ni napovedal (zelen razred). 
HESPERETIN je aglikon HESPEREDINA, oba imata številne farmakološke učinke. 
Najbolj znani viri hesperidina so limone, sladke pomaranče, grenke pomaranče in nekatero 
ostalo sadje in zelenjava (111). V znanstveni literaturi obstajajo dokazi o njegovih 
farmakoloških učinkih, ki so portivnetni, protitumorni, antioksidativni in nevroprotektivni. 
Da bi izboljšali hesperetinovo biorazpoložljivost in topnost v vodi, so v eni od študij 
sintetizirali hesperitin derivat-14 (HD-14). 2 μM HD-14 je pomembno zmanjšal vnetje v z 
LPS- tretiranih RAW264.7 celicah in je izkazal hepatoprotektivne in protivnetne učinke pri  
miših C57BL/6J. Miškam so predhodno s tetraklorogljikom povzročili akutno poškodbo 
jeter. Hkrati so pokazali, da derivat HD-14 močno poveča ekspresijo PPAR-γ in vivo ter in 
vitro. Povišana ekspresija PPARγ je povzročila protivnetne učinke na ekspresijo TNF-α, IL-
6 ter IL-1β, ker aktivacija PPARγ z različnimi ligandi navzdol regulira sintezo in sproščanje 
proinflamatornih citokinocv (112, 113). S programom ED nismo uspeli predvideti vezave 
hesperetina na PPARγ, ker ga je ED razvrstil v zelen razred vezave. Hesperetin pa se nahaja 
v EDCs in TDEx bazah potencialnih KMES, zaradi antiandrogenih in antiprogestacijskih 
učinkov.  
 
Slika 7: Struktura hesperetin in hesperidina (prirejeno po (112, 113)) 
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4.2.3 FLAVONOIDI, KI NISO NA SEZNAMU POTENCIALNIH ENDOKRINIH 
MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ED ZA VSAJ EN RAZRED 
RECEPTORJEV RAZVRSTI V ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED VEZAVE  
Iz osnovnega seznama FL smo izločili 28 tistih, ki se ne nahajajo na seznamih endokrinih in 
potencialnih endokrinih motilcev v bazah TEDx in EDCs. Za 6 FL smo v strokovni literaturi 
našli podatke o njihovi vezavi na JHR. Ti FL so: butin, hesperidin, baikalein, fisetin, 
ampelozin ter cijanidin. 
V starejši raziskavi iz leta 1986  so in vivo preverjali učinke butina na podgane. BUTIN, ki 
so ga izolirali iz semen Butea monosperma, so oralno aplicirali podganam v različnih 
odmerkih. Izkazalo se je da ima butin antimplantacijske učinke, ki so odvisni od 
koncentracije. Višja koncentracija butina pomeni slabšo možnost vgnezditve jajčeca. 
Ugotovili so, da je estrogena aktivnost peroralno apliciranega butina 0,00007kratnik 
aktivnosti 17β-estradiola. S programom ED smo napovedali močno vezavo na ERα  (oranžen 
razred vezave). V oranžen razred je program butin uvrstil še za TRα in   TRβ, za AR in ARan 
pa je butin uvrstil v rdeč razred vezave (114). 
HESPERIDIN je flavanon, ki se v velikih koncentracijah nahaja v pomarančah in limonah, 
za katerega so dokazani antioksidativni, protivnetni in antiproliferativni učinki. Poleg tega 
je tudi znan ligand PPARγ. V eni od raziskav so odkrili, da hesperidin aktivira PPARγ in 
ščiti jetra pred poškodbami povzorčenimi z zdravili. V drugi raziskavi pa so ugotovili 
kardioprotektivne učinke hesperidin pri ishemični bolezni srca, preko PPARγ receptorjev in 
vivo na diabetičnih podganah. Hesperidin so označili kot agonist PPARγ receptorja (115). S 
programom ED smo napovedali visoko verjetnost vezave na PPARα, za PPARβ in PPARγ 
pa je napovedal majhno verjetnost vezave.  
V raziskavi, kjer so znanstevniki s pomočjo optimiziranega pristopa in silico skušali odkriti 
nove potencialne učinkovine za zdravljenje raka dojk, so med drugim preizkušali tudi 
BAIKALEIN.  Z uporabo pristopov sturkturne modifikacije in rešetanja na podlagi 
molekulskega sidranja v LBD domeno humanega ERα, so poskušali odkriti nove naravne 
spojine, ki se sidrajo v LBD humanega ERα. Citotoksičnost preiskovanih spojin so ocenili 
na MCF-7 celični liniji, kjer so določili IC50 baikaleina 58,3+/-4,4 µM. Baikalein izkazuje 
izrazite protirakave učinke na MCF-7 celični liniji (116). Za agonistično in antagonistično 




V predkliničnih modelih in vitro in in vivo je znanstvenikom uspelo dokazati, da ima 
FISETIN inhibitorne učinke na rast celic humanega karcinoma prostate, v isti študiji so tudi 
dokazali, da učinkovito inhibira AR transaktivacijsko funkcijo in ekspresijo AR. 
Najverjetneje ekspresijo in transaktivacijo zavre z vmešavanjem v interakcije domen AR ter 
s tem, da kompetitivno tekumuje z naravnim ligandom DHT za vezavo na LBD regijo AR v 
šudiji na LNCaP celicah. Pri njih je fisetin povzročil počasnejšo rast, rast LNCaP celic je 
odvisna od funkcionalnega signaliziranja preko AR, IC50 fisetina je 3,07 μmol/L (117). S 
programom ED smo napovedali močno možnost vezave AR in ARan, saj je fisetin program 
uvrstil v oranžen razred veave za AR in v rdeč razred vezave za ARan. 
PPARγ  ligandi so lahko tudi spojine, ki zvišajo občutljivost na inzulin, predstavljajo 
potencialno aktivne peroralne učinkovine za zdravljenje sladkorne bolezni tipa II. Za 
kvercitin in luteolin (ki imata podobno sturkturo kot AMPELOZIN (dihidromiricetin) so 
znanstveniki že predhodno dokazali, da sta močna PPARγ  agonista, ki lahko poledično 
moduirata metabolizem glukoze in  lipidov. V drugi raziskavi so se zato znanstveniki 
osredotočili na ampelopsin ampelozin kot na potencialno spojino, ki se lahko veže in aktivira 
PPARγ v L6 mioblastni celični liniji podgan.  Aplikacija ampelozina je med drugim 
povečala ekspresijo PPARγ, ki je bila odvisna od časa in od odmerka katerima je bila 
izpostavljena s palmitatom tretirana L6 celična linija. Naknadno so z metodo molekulskega 
sidranja preverili ali se ampelozin lahko veže direktno v aktivno mesto PPARγ. Ampelozin 
se je prilegal v katalitično mesto PPARγ, kar je nakazovalo na to, da je ampelozin agonist 
PPARγ. Nato so z uporabo luciferaznega reportrskega testa poskušali ugotoviti ali je 
ampelozin agonist na PPARγ. Rezultati testa so potrdili da je ampelozin močan aktivator 
PPARγ, ki povečuje aktivnost luciferaze v odvisnosti od koncentracije (118). S programom 
ED nismo napovedali vezave na PPARγ. 
 Antocianidini  so v naravi prisotni pigmenti, ki dajejo barvo številnim cvetlicam, sadju in 
zelenjavi. CIJANIDIN in PELARGONIDIN sta dva od predstavnikov anticianidinov, ki 
ju najpogosteje najdemo v naravi. Cijanidin je agonistični ligand za PPARα (119).  Cijanidin 
je najpogostejši antocianin, v prebavnem traktu pa se s pomočjo peta glikozidaze lahko 
cianidin-glikozidi hidrolizirajo do cijanidina. Da bi preverili učinke cijandina, so izvedli tudi 
poizkuse na HK-2 celicah, kjer jo določali vpliv cjanidina na preko HG povzročeno 
akumulacijo holesterola in na vnetje v HK-2 celicah. Ugotovili so, da cijanidin preko 
aktivacije PPARα in LXRα poveča ekspresijo ABCA1 in inhibirra sintezo proinflamatornih 
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citokinov MCP1, ICAM1 in TGFβ1 preko aktivacije LXRα in inhibicije jedrne translokacije 
NFκB. Zaradi dobljenih rezultatov antocianidini predtsvaljajo potencialne učinkovine v 
preventivi diabetičnih poškodb ledvic (120). Za cijanidin ED ni napovedal vezave na PPARα 
ali LXRα, saj je v obeh primerih program cijanidin razvrstil v zelen razred vezave. Program 
ED je cijanidin razvrstil v rdeč razred vezave za AR in ARan, vendar literaturnih podatkov, 
ki bi potrdili vezavo nismo našli. 
 
4.2.4 FLAVONOIDI, KI NISO NA SEZNAMU POTENCIALNIH ENDOKRINIH 
MOTILCEV, KI JIH PROGRAM ED ZA NOBEN RAZRED RECEPTORJEV 
NE RAZVRSTI V ORANŽEN ALI RDEČ RAZRED VEZAVE  
V tej skupini flavonodiov se nahajata samo malvidin in rutin.  
Za MALVIDIN, kljub obsežnemu iskanju nismo uspeli dobiti znanstvenih podatkov o 
njegovih interakcijah oz ne-interakcijah z obravnavanimi tipi JHR. S programom ED smo 
sicer napovedali majhno možnost vezave z ARan in PPARγ, kjer se malvidin nahaja v 
rumenem razredu (121).  
 
Slika 8: Struktura malvidina ( prirejeno po (121). 
 




Slika 9: Struktura rutina in kvercetina (prirejeno po (122) 
Asparagus racemosus je pomembno zdravilno zelišče, ki vsebuje tudi fitoestrogene, med 
drugim RUTIN. V študiji antiproliferativnih učinkov A. racemosus na T47D rakavi celični 
liniji so  poskušali ugotoviti tudi kašen je mehanizem delovanja, ki povzroči 
antiproliferativne učinke. Ugotovili so, da  vodno metanolni in metanolni ekstrakt A. 
racemosus močno zavreta proliferacijo celic  v  primerjavi s standardom bezadoksifenom. 
Bezadoksiifen je selektivni modulator estrogenskih receptorjev in se v študijah in vitro in in 
vivo uporablja kot standardna učinkovina. V študiji molekulskega sidranja v vezavno mesto 
ERα so za bezadoksifen določili vezavno afiniteto pri -7.331 Kcal/mol, za rutin je ta vrednost 
-13.7 Kcal/mol, prav tako ima rutin ugoden profil vezave na ER α. S programom ED nsimo 
predvideli vezave rutina na ERα oz ERαan, za oba tipa receptorjev je rutin uvrstil v zelen 
razred vezave (123, 124). 
V drugi študiji so znanstveniki uporabili zelo robustno in selektivno AR CALUX® metodo, 
ki se uporablja za testiranje androgenih in antiandrogenih učinkov različnih spojin. Pri tej 
metodi se uporablja U2-OS celična linija. ki je transinfecirana s humanim receptorjem za 
androgene in z ustreznim od endogenega androgena dvisnim reportrskim genom. Rutin je v 
študiji antagonizma na AR z uporabo opisane celične linije dal negativne rezultate (125, 






5.1.1 VPLIV FLAVONOIDOV IN IZOFLAVONOIDOV NA POSAMEZEN TIP 
RECEPTORJEV 
 
5.1.1.1 RECEPTORJI ZA ESTROGENE 
Fitoestrogeni med katere spadajo tudi nekateri FL in IFL, zaradi strukturne podobnosti 17β-
estradiolu in njegovemu sintetičnemu analogu dietilstilbestrolu (DES) lahko interagirajo z 
ERα in ERβ (131). Vse do danes znane spojine, ki se vežejo na estrogenski receptor, imajo 
planarni obročni sistem, ki posnema obroč A estradiola, kot je prikazano na sliki10 (128). 
 
Slika 10: Primerjava osnovne strukture 17β-estradiola (levo) in IFL (desno) (prirejno po  (6, 33)) 
V študiji strukture 21 FL so uspeli Turner in sodelavci dokazati, da na vezavno afiniteto FL 
in  IFL vpliva tudi ustrezna konformacija spojin. Običajno imajo tovrstne spojine, ki se 
vežejo v aktivno mesto estrogenskega receptorja aromatski obroč substituiran na para mestu 
s hidroksilno skupino. Na afiniteto vezave vplivajo  prisotnost elektron donorske skupine na 
fenilnem obroču C na mestu C2, in elektron privlačna skupina na C4 ter nukleofilna skupina 
na C7 fenilnega obroča A (slika 10) (128). Kar nekaj FL in IFL ima višjo vezavno afiniteto 
(20-30krat višjo) za ERβ obliko estrogenskih receptorjev.  Znanstveniki so ugotovili, da 
položaj in število hidroksilnih skupin na osnovnem falvonskem ali izoflavonskem skeletu 
vplivajo na vezavno afiniteto in na selektivnost vezave (128, 129). Zato ima na primer 
genistein še posebej visoko afiniteto do ERβ, daidzein in biokanin A, ki imata eno 
hidroksilno skupino manj, in formononetin z dvema hidroksilnima skupinama manj, imajo 
veliko manjšo vezavno afiniteto. (129, 130) Te literaturne podatke smo primerjali z rezultati, 
ki smo jih dobili s pomočjo programa ED in ugotovili, da za genistein ni napovedal večje 
selektivnost vezave na Erβ, saj je genistein za receptorje Erβ, ERβan in ERα razvrstil v 
oranžen razred vezave.  Oranžen razred vezave za Erβ, ERβan je ED napovedal tudi za 
daidzein. Za daidzein je program predvidel tudi manjšo verjetnost vezave Erβ kot na ERα, 
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saj je za slednjega predvidel rdeč razred vezave. Za formononetin in biokanin A je program 
ED pri vseh tipih estrogenskih receptorjev predvidel majhno verjetnost vezave in jih 
razporedil v zelen razred.  
IFL se zaradi prisotnosti hidroksilnih skupin na mestih 4 in 4' na estrogeske receptorje vežejo 
z višjo afiniteto kot FL (130). Naši rezultati (slika 11) višjo vezavno afiniteto IFL 
napovedujejo samo za ERα in ERβ, pri antagonistični obliki ERα je vezavna afiniteta FL in 
IFL primerljiva, pri antagonistični obliki ERβ pa smo določili višjo vezavno afiniteto FL. 
 
Slika 11: Primerjava moči vezave FL oz. IFL vezanih na posamezne estrogenske receptorje. Rdeč je oznaka za zelo veliko 
verjetnost vezave, oranžen je oznaka za veliko verjetnost vezave, rumen je oznaka za majhno verjetnost  vezave, zelen je 
oznaka za zelo nizko verjetost vezave. 
Ob primerjavi rezultatov vezave različnih podskupin FL oz  IFL na estrogenske receptorje 
(slika 12) lahko vidimo, da je največji delež spojin, uvrščenih v rdeč ali oranžen razred 
vezave iz podskupine izoflavanov in izoflavonov ter flavanov. Iz skupin flavonov in 
flavanonov ter iz skupine antocianidinov in antocianinov pa so spojine v rdečem ali 
oranžnem razredu vezave samo za ERβan receptor. Z metodo in sillico smo za FL napovedali 
šibko vezavo na ERα ali ERαan, med tem ko smo za IFL napovedali visoko verjetnost vezave 







































Slika 12: Primerjava vezave različnih podkupin FL in IFL na receptorje za ER. Rdeč je oznaka za zelo veliko verjetnost 
vezave, oranžen je oznaka za veliko verjetnost vezave, rumen je oznaka za majhno verjetnost  vezave, zelen je oznaka za 
zelo nizko verjetost vezave. 
 
5.1.1.2 RECEPTORJI ZA ANDROGENE 
Med tem ko lahko v literaturi najdemo veliko podatkov o estrogenskem in antiestrogenskem 
delovanju KMES, pa je podatkov o njihovih androgenih in antiandrogenih učinkih mnogo 
manj. Receptor za androgene lahko aktivirajo endogeni androgeni, med katere spadata 
testosteron in dihidrotestosteron. Zaradi tega, ker se receptorji za androgene nahajajo v 
številnih tkivih in celicah, so tudi biološki učinki posredovani preko teh receptorjev zelo 
raznoliki. AR je udeležen v razvoju in ohranjanju homeostaze reproduktivnega, mišično-
skeletniega, srčnožilnega, imunskega, živčnega in hematopoetskega sistema. Signaliziranje 
preko AR pa naj bi bilo tudi krivo za razvoj določenih rakavih obolenj, kot so rak prostate, 
mehurja, ledvic, pljuč (131). Za vezavo na AR je ključna razdalja med dvema skupinama, ki 
lahko tvorita H-vezi z vezavnim mestom receptorja, ti dve skupini pa sta na približno istih 
mestih oz razdaljah kot 3-karbonilna in OH-skupna na mestu 17 testosterona (slika 13). 
Razdalja naj bi bila okrog 10 Å, da je položaj za tvorbo H-vezi optimalen (36). 
 
Slika 13: Primerjava strukture testosterona in genisteina (prirejeno po (30) 
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Če primerjamo rezultate vezave, ki smo jih dobili s pomočjo programa ED opazimo, da so 
IFL daidzein, genistein in orobol za agonistično in antagosnistično obliko receptorja AR 
razvrščeni v rdeč razred vezave, med tem ko program za IFL sisotrin, tektoridin, genistin in 
daidzin vezave na AR in ARan ni predvidel. Najbolj očitna razlika med spojinami je 
substitucija na mestu 7, zato laho perdvidevamo, da je skupina OH na tem mestu ključna za 
interakcije z vezavnim mestom AR oz ARan.  
 
Slika 14: Strukture izbranih IFL prirejeno po (63, 72, 84) 
Med FL so samo rutin, neohesperidin in hesperidin takšni, za katere je program predvidel , 
da ne tvorijo interakcij z AR oz ARan. Iz spodnje slike 15 je razvidno, da je tudi sicer večji 
odstotek FL razvrščen v rdeč razred vezave za eno od oblik AR v primerjavi z IFL. Iz 
slednjega lahko sklepamo, da položaj obroča B ne vpliva na afiniteto vezave v LBD AR. 
 
Slika 15: Primerjava afinitete vezave FL in IFL na AR in ARan. Rdeč je oznaka za zelo veliko verjetnost vezave, oranžen 
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5.1.1.3 S PEROKSISOMSKIM PROLIFERATORJEM AKTIVIRANI RECEPTORJI 
PPAR družino receptorjev sestavljajo PPARα, PPARβ in PPARγ  imajo ključno vlogo pri 
metabolizmu lipidov in diferenciaciji adipocitov ter odzivu na inzulin (36). PPAR receptorje 
lahko aktivirajo mačobne kislin iz prehrane in njihovi metaboliti (132). V literaturi smo našli 
podatke, da tako FL in IFL iz našega seznama aktivirajo PPARγ  in PPARα, podatkov o 
vezavi FL na PPARβ nismo našli. Spojine iz našega seznama FL in IFL, za katere smo našli 
podatke o interakcijah s PPARγ  so flavoni  in flavonoli (apigenin, kaemferol, luteolin, 
kvercetin, ampelopsin), flavanoni (hesperetin, naringenin, hesperidin) ter izoflavoni 
(biokanin A, genistein, glabridin, formononetin, daidzein). Ker se vsi našteti med drugim 
razlikujejo v substituciji obroča C, sklepamo, da struktura tega obroča ni ključna za vezavo 
FL oz IFL na PPAR receptorje. V raziskavi, kjer so s poskusi na ustrezno transficiranih 
celicah HeLa preverjali vezavo IFL genisteina, formononetina in biokanina A na PPARγ  in 
PPARα, so ugotovili, da metilna skupina na fenolnem B obroču vpliva na aktivnost. Zato je 
biokanin A v primerjavi z genisteinom aktivnejši tako na PPARα kot tudi na PPARγ (133). 
Na spodnji sliki 16 smo označili metilno skupino na biokaninu A, ki je ključna za aktivnost. 
Formononetin ima prav tako kot biokanin A prisotno metilno skupino na obroču B. Od 
biokanina A se razlikuje tudi po tem, da na obroč A nima vezanih dveh hidroksilnih skupin, 
njegov ED50 za PPARα in PPARγ  pa je nižji kot ED50 pri biokaninu A. Iz slednjega lahko 
sklepamo, da tudi število hidrokslinih skupin na obroču A vpliva na aktivnost spojin na 
receptorjih PPAR. Za biokanin A, genistein in formononetin (slika 16) program ED ni 
predvidel vezave na PPAR receptorje. 
 
 
Slika 16: Primerjava struktur formononetina genisteina in biokanina A (62) (71) (87) 
 
Za IFL program ED ni napovedal vezave na katerega od PPAR receptorjev. Pri FL je delež 
spojin, ki jim je ED napovedal vezavo na PPAR, sicer večji, saj je več spojin razvrstil v 
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rumen razred vezave, samo za hesperidin in 8-prenilnaringenin pa je predvidel močnejšo 
verjetnost vezave in ju razporedil v oranžen razred vezave.  
 
Slika 17: Primerjava vezeve podskupin FL na PPAR receptorje. Rdeč je oznaka za zelo veliko verjetnost vezave, oranžen 
je oznaka za veliko verjetnost vezave, rumen je oznaka za majhno verjetnost  vezave, zelen je oznaka za zelo nizko 
verjetost vezave. 
5.1.1.4 GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTORJI 
Glukokortikoidi so primarni stresni hormoni, ki so potrebni za regulacijo številnih 
fizioloških procesov, katerih cilj je ohranjanje homeostaze.  Primer endogenih 
glukokortikoidov je kortizol, predstavljen na sliki 18. Fiziološki in farmakološki učinki 
glukokortikoidov so seveda posledica interakcij z glukokortikoidnim receptorjem. Zaradi 
močnih protivnetnih in imunosupresivnih učinkov so danes učinkovine z delovanjem na 
glukokortikoidne receptorje ene od največkrat predpisanih zdravil na svetu. Terapevtski 
učinki glukokortikoidov pa so omejeni zaradi njihovih močno izraženih neželenih učinkov. 
Odziv celic na glukokortikoide je zelo raznolik, saj se močno razlikuje v specifičnosti in 
občutljivosti. Občutljivost na glukokortikoide se močno razlikuje med posamezniki, med 
različnimi tkivi pri posamezniku ter celo pri isti celici v različnih fazah celičnega cikla. Poleg 
naštetega pa nedavne študije poudarjajo tudi različen vpliv glukokortikoidov na različne 




Slika 18: Struktura kortizola (6) 
Izmed vseh obravnavanih FL in IFL, program ED samo pri rutinu ni predvidel vezave na 
agonistično obliko GR, za vse ostale FL in IFL je program ED napovedal šibko verjetnost 
vezave na GR.  
 
Slika 19: Struktura  rutina (129). 
 Za vse IFL je predvidel šibke (rumen razred) ali močne (oranžen razred) vezave, za daidzin 
pa celo zelo močno vezavo. V strokovni literaturi nismo našli podatkov o vezavi FL in IFL 
na aktivno mesto GR. Vendar lahko glede na rezultate, pridobljene s programom ED 
sklepamo, da FL in IFL vplivajo tudi na GR v človeškem telesu. Učinki posameznih spojin 
na GR so lahko sicer majhni, ker pa s hrano in prehranskimi dopolnili vsakodnevno vnašamo 
precej različnih tovrstnih spojin v različnih koncentracijah, lahko zaključimo da je njihov 
skupen učinek na GR najverjetneje nezanemarljiv.  
 
5.1.2 VPLIV METABOLIZMA NA BIOLOŠKO UPORABNOST FLAVONOIDOV 
IN IZOFLAVONOIDOV 
Na terapevtsko učinkovitost FL in IFL močno vpliva topnost. Aglikoni FL so v vodi slabo 
topni, skozi črevesje potujejo hitro, njihova absorbcija pa je ponavadi zelo slaba. Absorbcija 
FL in IFL iz hrane je odvisna tudi od velikosti molekule, lippofilnosti, konfiguracije, topnosti 
in pKa. IFL in IFL se lahko absorbirajo iz tankega ali debelega črevesja, v hrani pa se 
nahajajo v obliki glikozidov. Preden pride do absorbcije, se morajo glikozidi metabolizirati 
do aglikonov. Hidrofilni FL, kakršen je kvercetin, se skozi steno tankega črevesja 
transportirajo s pomočjo od Na+ odvisnega glukoznega kotransporterja, glukozide FL pa 
najprej hidrolizira laktaza floridzin hidrolaza ( β-glukozidaza), ki se nahaja na zunanji strani 
sluznice tankega črevesja. Sproščeni aglikon se lahko nato absorbira vzdolž tankega 
črevesja.  Tisti FL in IFL, ki niso substrati prej omenjenih  β-glukozidaz, se premikajo proti 
debelemu črevesju, kjer bakterije hidrolizirajo glikozide, hkrati pa prihaja tudi do razgradnje 
sproščenih aglikonov. Absorbcija preko debelega črevesja je sicer bistveno manjša kot preko 
tankega črevesja. Po absorbciji pride do konjugacije FL in IFL v jetrih preko procesov 
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glukuronidacije, sulfatacije ali metilacije. Zaradi procesov konjugacije v plazmi ali urinu  ni 
prostih aglikonov (135). 
 Večina študij načina delovanja FL in IFL poteka na celičnih linijah oziroma na poskusnih 
živalih. Problem pri tem je, da pri živalih velikokrat aplicirajo preiskovano spojino direktno 
v žilo, torej intravensko, pri čemer ni podvržena metabolizmu v črevesju in jetrih. Tako na 
celičnih linijah kot pri poizkusnih živalih pa so tudi uporabljene koncentracije FL in IFL 
tako visoke, da jih samo s prehrano in/ali prehranskimi dopolnili ljudje ne moremo vnesti 
toliko, da bi bile plazemske koncentracije tako visoke kot v študijah. Druga težava, ki se 
pojavlja pri študijah FL in IFL pa so njihovi raznovrstni učinki. Takšen primer je na primer 
genistein, ki pri nizkih koncentracijah (0,4 – 4 μM) inhibira, pri višjih koncentracijah (>4 
μM) pa stimulira proliferacijo rakavih celic endometrija ECC-1 (73). V drugi študiji na 
celični liniji KS483 in celicah kostnega mozga podgan, so dokazali, da genistein pri 
plazemskih koncentracijah enakih ali nižjih od 1 mM deluje kot endogeni estrogen, pri višjih 
od 1 mM pa je genistein ligand PPARγ, zaradi česar stimulira adipogenezo inzmanjšuje 
osteogenezo (136).  Genistein tako dvojnih učinkov ne izkazuje samo na enem receptorju , 
temveč celo pri različnimh receptorjih istočasno. Vpliv posameznih FLiov in IFL na 
endokrini sistem je zato zelo težko oceniti. 
 Biorazpoložljivost določenih FL in IFL je močno odvisna od vira. Tako je absorbcija 
kvercetina iz čebule na primer štirikrat višja kot njegova absorbcija iz jabolk ali čaja. V 
študiji kjer so med drugim preverjali vpliv kvercetina, kampferola in naringenina na 
proliferacijo rakavih celičnih linij so ugotovili, da vsi inhibirajo proliferacijo v odvisnosti od 
koncentracije, še bolj pomembno pa je odkritje, da je inhibicija bistveno večja ko so 
uporabili kombinacije teh treh FL (137).  
Ker s hrano vsakodnevno zaužijemo različne kombinacije FL in IFL, njihovi morebitni 
sinergistični učinki niso zanemarljivi. 
FL, ki se v debelo črevo izločijo preko žolča, in FL, ki se ne absorbirajo v tankem črevesju, 
bakterije v debelem črevesju razgradijo. Med razgradnjo pride tudi do razpada obročne 
strukture. Oligomerni FL se že v želodcu lahko hidrolizirajo do monomerov in dimerov 
zaradi kislih pogojev. Večje molekule dosežejo debelo črevo kjer jih bakterije nato 
razgradijo. Sladkorni del FL in IFL močno vpliva na biološko uporabnost, izoflavoni pa 
imajo najvišjo biorazpoložljivost izmed vseh FL. 
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Primer metabolizma preko bakterij v gastrointestinalnem traktu, je metabolizem daidzina do 
daidzeina in naprej do ekvola (slika 20). Daidzina ni na seznamu potencialnih kemičnih 
motilcev endokrinega sistem, med tem ko sta daidzein in ekvol kemična motilca endokrinega 
sistema (138) (139). 
 
Slika 20: Metabolizem daidzina (138, 139). 
Tudi s programom ED smo za omenjene IFL napovedali različne afinitete vezave do 
različnih tipov JHR, kar je prikazano v spodnji preglednici XIV.  
Preglednica VI: Afinitete vezave daidzeina, daidzina in ekvola na obravnavane JHR z rezultati testiranja z ED. 
ISOFLAVONOID/RECEPTOR AR AR an ER α ER α an ER β ER β an GR GR an LXR α LXR β PPAR α PPAR β PPARγ RXR α TR α TR β 
Daidzein                                 
Daidzin                                 
Ekvol                                 
 
5.1.3 STATISTIČNA OCENA NAPOVEDNE VREDNOSTI PROGRAMA ED 
Problem pri statistični oceni napovedne vrednosti programa ED je ta, da je v strokovni 
literaturi in bazah podatkov zelo malo podatkov o endokrinih učinkih obravnavanih FL in 
IFL. Največ podatkov iz strokovne literature in strokovnih baz podatkov smo pridobili 
moduliranje ER, AR ter za PPARγ.  
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Pri primerjavi rezultatov pridobljenih s programom ED in podatkov iz strokovne literature 
nismo našli spojin, ki bi jih program ED označil kot nekativne na določenem jedrnem 
receptoju in za katere bi tudi v strokovni literaturi našli podatke o tem da niso aktivne tj da 
se ne vežejo na ta JHR. Zaradi tega tudi nismo mogli izračunati specifičnosti, negativne 
napovednosti in lažno pozitivne vrednosti, ki jih potrebujemo za izračun Cooperjeve 






S programom ED smo ocenili verjetnost vezave in silico  izbranih 43 FL in 40 IFL na jedrne 
receptoje. 
1. Med izbranimi flavonoidi in izoflavonoidi obstajajo tudi takšni, ki spreminjajo eno 
ali več funkcij endokrinega sistema pri človeku, učinki pa so posledica interakcije z 
enim ali več jedrnimi receptorji. To so flavonoidi apigenin, cijanidin, izorhamnetin, 
kampferol, luteolin in naringenin ter izoflavonoidi biokanin A, daidzein, 
formononetin in glabridin. 
2. Endocrine Disruptome med izbranimi flavonoidi in izoflavonoidi ni vedno pravilno 
napovedal vezavo tistih spojin, ki so že biološko ovrednotene, in za katere so podatki 
v strokovni  literaturi dostopni. Za izoflavonoid ekvol je napačno napovedal vezavo, 
kljub temu da je znanstveno dokazano da ekvol vezave z AR in ARan ne tvori. Za 
izoflavonoide glabridin, glicitein, kalikosin, formononetin, kieviton in irizolidon ni 
predvidel vezave na vsaj enega od obravnavanih JHR, kljub temu da obstajajo 
literaturni podatki, ki to povezavo potrujejo podobno ni napovedal vezave za 
flavonoide luteolin, hesperetin, ampelosin in cijanidin. 
3.  Med izbranimi flavonoidi in izoflavonoidi obstajajo tudi takšni, za katere je program 
ED napovedal visoko afiniteto vezave (rdeč ali oranžen razred) vsaj na enega izmed 
preučevanih receptorjev, za katere do zdaj objavljene znanstvene raziskave teh 
interakcij še niso opisale. Takšnih je 22 flavonoidov, kar predstavlja 51,16% vseh 
obravnavanih flavonoidov, ter 20 izoflavonoidov, kar predstavlja 51,22% vseh 
obravnavanih izoflavonoidov. Omenjeni flavonoidi in izoflavonoidi se nahajajo v 
prilogi 1. 
4. Med izbranimi flavonoidi in izoflavonoidi obstajajo tudi takšni za katere program 
Endocrine Disruptome ni napovedal vezave na nobenega od izbranih jedrih 
receptorjev, to so flavonoidi hesperetin, ksantohumol, 6-prenilnaringenin, malvidin 
in rutin ter izoflavonoidi kladrin, ciklokieviton, dalbergioidin, dalpanin, irizolidon, 
lotizoflavan in sativan. 
5. Zaradi pomanjkanja podatkov iz strokovne literature ne moremo trditi, da program 
Endocrine Disruptom ustrezno napoveduje interakcije med izbranimi flavonoidi in 
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izoflavonoidi ter izbranimi jedrnimi receptorji., ker ne moremo ustrezno iračunati 
statističnih parametrov. 
6. Program ED je ustrezno napovedal neinterakcije rutina z AR in ARan, kar smo 
potrdili tudi s podatki iz strokovne literature. 
7. Z ED sklepamo na afiniteto vezave z JHR ne pa na druge interakcije, ki jih FL in IFL 
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Priloga VII: Razredi JHR in predstavniki (prirejeno po 2, 3, 8) 
RAZRED  PREDSTAVNIKI RAZREDA 
I 
• receptorji za tiroidne hormone; 
o TRα in TRβ 
• receptorji za vitamin D; 
o VDR 
• receptorji za retinojsko kislino; 
o RARα, RARβ in RARγ 
• JHR, ki ga aktivira peroksisomski proliferator; 
o PPARα, PPARβ in PPARγ itd. 
II 
• retinojski X receptor; 
o RXRα in RXRβ 
• receptorji sirote; 
o COUP-TF, Rev-Erb, TR2, TR4 
III 
• steroidni receptorji; 
o receptorji za androgene; AR 
o glukokortikoidni receptor; GR 
o mineralkortikoidni receptor; MR 
o receptor  za progesteron; PR 
o receptorji za estrogen; ERα and Erβ 
• receptorji sirote 
• estrogenskim receptojem sorodni receptorji; ERRs 
IV 
• receptorji sirote, ki so v bistvu  rastni faktorji za živce; 
o NGFI-B, NURR1, NOR1, itd. 
V 
• steroidogeni faktor 1; NR5A1 
• receptorji, sorodni Drosophila ecdysone receptorju; FTZ-F1 
VI 
• GCNF1 receptor, ki ga ne mormeo uvrstiti v nobeno drugo družino 
 
Priloga 2: Preglednica FL in IFL, ki niso na seznamih TEDx in EDCs, program ED pa je za njih napovedal visoko možnost 
interakcije (rdeč ali oranžen razred veave) za vsaj 1 od obravnavanih struktur, ki pripadajo 12 JHR.  
  AR AR an ER α ER α an ER β ER β an GR GR an LXR α LXR β PPAR α PPAR β PPARγ RXR α TR α TR β 
(-)-epikatekhin                                 
(-)-katekhin                                 
(-)-soforol                                 
(+)-epicatekhin                                 
(+)-katekhin                                 
(+)-soforol                                 
apiforol                                 
aureusidin                                 
azaleatin                                 
betavulgarin                                 
70 
 
bovdikion                                 
broussin                                 
butein                                 
cajanin                                 
cajanol                                 
dalbergin                                 
eriodictiol                                 
faezollin                                 
gossipetin                                 
hispaglabridina                                 
hispidol                                 
irilon                                 
isoformononetin                                 
isolikviritigenin                                 
koparin                                 
leucocianidin                                 
maritimetin                                  
morin                                 
mukronulatol                                 
neohesperidin                                 
orobol                                 
pelargonidin                                 
pinocembrin                                 
prunetin                                 
puerarin                                 
sativanone                                 
scutelarein                                 
silimarin                                  
sissotrin                                 
tektoridin                                 
vestiton                                 
vogonin                                 
 
 
